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1.3.2 Okužbe z mikoplazmo . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 11
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POVZETEK
Pljuča omogočajo izmenjavo plinov ter nas ščitijo pred vstopom tujkov. Poleg
tega pa zaradi velike površine, prepustnosti in možnosti neinvazivne aplika-
cije predstavljajo zanimivo mesto za sistemsko ali lokalno dostavo zdravilnih
učinkovin. S tega vidika so pljuča precej manj raziskana od prebavnega trakta,
zato jih moramo najprej natančno okarakterizirati. Celični modeli, med katere
uvrščamo tudi celice Calu-3, predstavljajo učinkovit in dostopen sistem, s ka-
terim lahko dobro spoznamo način prehajanja učinkovin skozi pljučni epitelij.
Način gojenja celic vpliva na njihovo rast in končno podobo celičnega monosloja.
Celice smo gojili v obogatenem mediju, ki omogoča manjše dodatke seruma, s
čimer dosežemo manjšo intervariabilnost in lažje primerjamo rezultate permea-
bilnosti med seboj. Celice smo gojili tri tedne na dva načina. Eden je bil klasičen
način gojenja celičnih kultur, pri katerem je medij obdajal celice s spodnje in
zgornje strani (liquid-liquid), drugi pa specifičen za celične kulture epitelija di-
halnega trakta, pri katerem medija na apikalni strani ni bilo (air-liquid). Med
gojenjem smo z opazovanjem celic pod invertnim mikroskopom preverili, ali so
celice prerasle celotno površino membrane in ali je prišlo do mehanskih poškodb
celic. Z merjenjem transepitelijske električne upornosti in uporabo paracelular-
nega markerja permeabilnosti lucifer rumeno smo potrdili integriteto celičnega
sloja. Permeabilnost smo merili v apikalno–bazolateralni smeri in obratno. Pri
FITC-dekstranih je bil trend manjšanja permeabilnosti z večanjem mase primer-
ljiv s tistim, o katerem poročajo drugi avtorji. Permeabilnost vseh dekstranov je
bila očitno manjša od drugih testiranih spojin, s čimer smo še dodatno potrdili,
da je integriteta celičnega monosloja Calu-3 primerna. Z merjenjem permeabil-
nosti majhnih lipofilnih spojin smo ugotovili, da večji logP korelira z večjo per-
meabilnostjo. Testiranje permeabilnosti v obeh smereh, apikalno–bazolateralni
in bazolateralno–apikalni, je bilo pomembno predvsem za določanje aktivnega
transporta. Prisotnost in aktivnost P-glikoproteina smo dokazali z rodaminom
123 kot modelnim substratom in s selektivnimi zaviralci. Prenašalca PEPT2 z
oksacilinom kot modelnim substratom nismo mogli z gotovostjo dokazati. Kljub
nekaterim razlikam, do katerih pride pri različnih načinih gojenja, smo ugotovili,
da sta v primeru nanašanja raztopin učinkovin oba primerna za študije permea-
bilnosti.
Ključne besede: celični model Calu-3, pljučni epitelij, permeabilnost
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ABSTRACT
Human airways enable exchange of gasses and act as protective interface against.
In addition, they also represent an interesting site for local or systemic drug de-
livery due to large absorptive surface area, leaky epithelium, and non-invasive
route of application. Since our knowledge about airways as a potential drug
delivery route is not as extensive as that of the gastrointestinal tract, we need to
thoroughly characterize them first. Cell models, such as Calu-3 cells, are efficient
and affordable systems, with which we can learn a lot about drug permeability
through lung epithelium. The way of cultivating cells affects their growth and
structure of cell monolayer. We cultivated cells in nutrient-rich medium with mi-
nimal serum addition, which normally results in lower intervariability and easier
comparison of permeability coefficients among all cell monolayers. Epithelial
models were cultivated three weeks on two different conditions – liquid-liquid
and air-liquid interface, the latter being specific for lung cell cultures. During
cultivation cells were monitored under invert microscope to check, whether cells
outgrew whole membrane surface and whether they were damaged. Measure-
ments of transepithelial electrical resistance and permeability of Lucifer Yellow
were used to evaluate the integrity of the cell layer. Permeability was measured
in apical to basolateral and basolateral to apical side. Permeability coefficients of
FITC-dextrans decreased with higher molecular masses. This trend was also ob-
served by other authors. Permeability of FITC-dextrans was significantly lower
than the permeability of other tested compounds, which confirmed the suitable
integrity of Calu-3 monolayer. Permeability coefficients of small lipophilic mo-
lecules increased with higher logP values. Measuring of permeability in both
directions, apical to basolateral and basolateral to apical, was important in the
determination of active transport. The presence and activity of transporter P-
glycoprotein were confirmed with Rhodamine 123 as a model substrate and its
selective inhibitors. The presence of transporter PEPT2 was not confirmed with
oxacillin. We concluded that when solutions are being tested both culturing
conditions are appropriate for permeability measurements.
Keywords: cell model Calu-3, lung epithelium, permeability
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OKRA J Š AVE IN TERM IN I
a-mem Advanced Minimum Essential Medium
abc ATP-binding casette
bcs Biopharmaceutics Classification System; biofarmacevtski klasifikacijski sis-
tem
d-mem Dulbecco’s Modified Eagle Medium
da, kda Dalton, kiloDalton
ef Efflux Ratio; efluks razmerje
fbs Fetal Bovine Serum; serum ploda goveda
fitc-dekstran dekstran, konjugiran s flourescein izotiocianatom
hbss Hanks’ Balanced Salt Solution
hepes 4-(2-hidroksietil)-1-piperazinetan sulfonska kislina
ladme Liberation, Absorption, Distribution, Metabolism, and Excretion; sproščanje,
absorpcija, porazdelitev, metabolizem, izločanje
pcr Polymerase Chain Reaction; verižna reakcija s polimerazo




uplc Ultra Performance Liquid Chromatography; tekočinska kromatografija ul-
tra visoke ločljivosti
teer Transepithelial Electrical Resistance; transepitelijska električna upornost
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Del I
TEORET I ČN I DEL
1 UVOD
1.1 pljuča
Glede na funkcijo delimo dihala na prevodno in respiratorno cono. Naloga prve
je prenos, filtracija, navlažitev in gretje vdihanega zraka, druga pa omogoča iz-
menjavo plinov. Pljuča so organ, ki se nahaja na koncu dihalne poti. Anatomsko
sestavljajo prevodni del pljuč dve glavni sapnici (bronhusa), ki se nadalje cepita
v ožje bronhiole. Z manjšanjem premera dihalnih poti se spreminja tudi njihova
struktura (1).
1.1.1 Zgradba pljučnega epitelija
Bronhuse sestavlja večvrstni visokoprizmatski epitelij z migetalkami, za katerega
je značilno, da vse celice tvorijo stik z njegovo bazalno membrano. Lamina
propria je sestavljena iz elastičnih vlaken, gladkih mišičnih celic in mukoznih
žlez. V steni bronhusov se nahajajo hialine hrustančne ploščice. V bronhiolih se
epitelij postopno zniža do enoskladnega visokoprizmatskega in izoprizmatskega
z migetalkami. Lamina propria bronhiolov je sestavljena le iz elastičnih vlaken
in gladkih mišičnih celic, te so v bronhiolih debelejše kot v bronhusih, saj skrbijo
še za stabilizacijo tkiva namesto hrustanca (1, 2).
Na sliki 1 je prikazana celična struktura pljučnega epitelija, ki je v traheal-
nem delu večvrstni visokoprizmatski, v bronhiolih pa se zniža do enoskladnega.
V večvrstnem visokoprizmatskem epiteliju najdemo največ celic z migetalkami,
med njimi pa se nahajajo čašaste celice, ki izločajo mukus. Na celicah z mige-
talkami se med migetalkami nahajajo še številne manjše mikro resice, konice
migetalk pa so potopljene v mukus (1, 3). Kulčickijeve celice so nevroendokrine
celice, ki redko dosežejo lumen dihalnih poti. Tu najdemo tudi nekaj sekretornih
Klarovih celic, ki migetalk nimajo (1).
Ko epitelij prehaja v enoskladnega, so mukozne celice vse redkejše, Klarove
celice pa začnejo prevladovati. Te proizvajajo surfaktantna apoproteina A in B
ter sekretorne levkoproteazne zaviralce. Sodelovale naj bi tudi pri odstranjeva-















Slika 1: Celice na pljučnem epiteliju (povzeto po (1))
celic v bronhiolarnem epiteliju. Ob bazalni membrani se vzdolž celotnega epite-
lija nahajajo bazalne celice, ki pa lumna ne dosežejo (1).
Integriteto pljučnega epitelija vzdržujejo različni medcelični stiki. Tesni stiki
obdajajo celice na apikalni strani epitelija in s popolnim zlitjem sosednjih plazma-
lem predstavljajo fizično oviro za prost prehod vode, ionov in nekaterih drugih
molekul. Dodatno se celice med seboj povezujejo še z dezmosomi in adheren-
tnimi fascijami, ki jih uvrščamo med priležne stike in predstavljajo nepopolne
stike dveh plazmalem (1, 2).
1.1.2 Pljučni epitelij kot mesto dostave učinkovin
Zdravilne učinkovine apliciramo v telo na različne načine, pri čemer upoštevamo
njihove fizikalno-kemijske lastnosti, lastnosti farmacevtske oblike, želeno mesto
delovanja, primernost za paciente . . . V primerjavi z gastrointestinalnim trak-
tom, ki je najpogostejša in pacientom najljubša pot dostave sistemsko delujočih
učinkovin, imajo pljuča veliko prednosti. Njihova površina in razpredenost žilja
sta zelo velika, epitelij pa je še posebno v traheo-bronhialnem delu zelo prepu-
sten, kar lahko pripomore k večji absorpciji in s tem večji biološki uporabnosti (1,
4). Encime, ki v jetrih sodelujejo v 1. in 2. fazi metabolizma, najdemo sicer tudi
v pljučih, a je njihova izraženost tu manjša. Poleg tega se iz skupine citokromov
kot glavnih predstavnikov metaboličnih encimov 1. faze v pljučih izražajo druge
družine kot v jetrih (5). Družini CYP2S in CYP2F sta specifični za pljuča (3).
Pljuča tako predstavljajo zanimivo in obetavno mesto dostave za sistemsko
delujoče učinkovine, ki ob peroralni aplikaciji podležejo obsežnemu metabo-
lizmu in s tem deaktivaciji, še preden bi se lahko absorbirale v krvni obtok
in prišle do tarčnega organa. Anatomija dihalnih poti omogoča neinvazivno
aplikacijo takšnih zdravilnih učinkovin, kar je bistvena prednost v primerjavi s
3
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parenteralno aplikacijo (6). Ker pa so naša dihala primarno še vedno dostavno
mesto za učinkovine, ki jih uporabljamo pri boleznih pljuč (astma, kronična ob-
struktivna pljučna bolezen in druge), si večkrat želimo lokalnega delovanja. V
mislih imamo tako predvsem kortikosteroide, agoniste receptorjev β2 . . . Tudi
tu nas zanima obseg absorpcije, za katerega si v tem primeru želimo, da je čim
manjši, s tem pa čas delovanja učinkovine čim daljši (7). Ob manjši sistemski
absorpciji so tudi stranski učinki zelo zmanjšani. Prednost dostave učinkovine
točno na mesto delovanja omogoča tudi hitrejši nastop učinka, kar je na pri-
mer v primeru aplikacije hitro delujočega agonista receptorjev β2 ob akutnem
astmatičnem napadu ključnega pomena (6).
Ko enkrat učinkovina pride do centralnega ali perifernega dela pljuč, je tam
absorpcija lahko zelo učinkovita. A dihalna pot je zaradi specifične anatomije, ki
v osnovi ni namenjena vnosu in absorpciji trdnih in tekočih snovi, z vidika do-
stave učinkovin precej bolj komplicirana in zato težje predvidljiva ter tudi manj
raziskana od prebavnega trakta. Odmerek, ki pride do pljuč, in porazdelitev
delcev v pljučih sta odvisna tako od inhalacijskega medicinskega pripomočka in
zmožnosti pacienta, da ga na pravilen način uporablja, kot tudi od velikosti del-
cev in lastnosti disperznega medija (8). Optimalna velikost delcev za aplikacijo
v pljuča je 3 µm–5 µm, ti pa se morajo pred prehodom skozi membrano najprej
raztopiti. Preveliki delci zaradi oženja premera dihalnih poti sploh ne morejo
doseči spodnjega dela dihal (9).
Kljub vsemu glavna fiziološka naloga naših dihal ni absorpcija vnesenih
snovi, ampak v prvi vrsti izmenjava plinov in obramba telesa, ki se dogaja v pre-
vodnem delu pljuč. Nespecifičen imunski odziv opravljajo epitelijske bronhialne
celice. Mukus, ki ga izločajo čašaste celice, fizično ujame delce, ki jih vdihnemo,
migetalke na površini celic pljučnega epitelija pa jih potiskajo nazaj ven iz pljuč.
Poleg tega celice z vzdrževanjem primerne integritete epitelija predstavljajo tudi
fizično bariero in ovirajo absorpcijo učinkovin (1). Tudi druge celice varujejo naš
organizem pred vdorom tujkov, in sicer z izločanjem protimikrobnih dejavnikov
in antioksidantov (10).
1.2 absorbcija in permeabilnost
Absorpcija je eden izmed procesov sistema LADME, ki opredeljuje, kako hitro in
v kakšnem obsegu raztopljena učinkovina na mestu delovanja prehaja v krvne
kapilare. Pri tem mora učinkovina v tarčnem organu preiti mukus, epitelijske ce-
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lice, lamino proprio in endotelijsko steno kapilar. Dobra permeabilnost oziroma
prepustnost skozi celični epitelij navadno pomeni tudi dobro absorpcijo (6).
1.2.1 Načini prehoda skozi epitelij
Prehod učinkovin skozi vsak epitelij je pogojen z njihovimi lastnostmi na farma-
kokinetičnem in farmakodinamičnem nivoju. V osnovi delimo prehod učinkovin
skozi epitelij na paracelularnega in transcelularnega. Različni načini prehoda so
prikazani na sliki 2. V splošnem je prehajanje skozi pljučni epitelij podobno pre-
hajanju skozi druge epitelije, vendar so njegove specifične lastnosti v primerjavi






1. iz apikalne na bazolateralno stran
2. iz bazolateralne na apikalno stran
1 2
olajšana difuzija
Slika 2: Različni načini prehoda molekul skozi pljučni epitelij (povzeto po (5))
Paracelularni prehod
Paracelularno prehajanje pomeni prehajanje med celicami in je značilno za hidro-
filne molekule, ki niso substrati za prenašalce. Te po principu pasivne difuzije
prehajajo med celičnimi stiki iz območja z visoko koncentracijo učinkovine v
območje z nizko koncentracijo (3). Tesni stiki onemogočajo prost prehod velikih
molekul, zato se te skozi pljučni epitelij na takšen način ne morejo absorbirati.
Permeabilnost takšnih molekul je poleg merjenja TEER in elektronske mikrosko-
pije tudi eden izmed načinov določanja fizikalnih bariernih lastnosti celičnega
epitelija (6).
Transcelularni prehod
Transcelularni transport je v pljučih najpogostejši in pomeni neposredno preha-
janje skozi celice ter je lahko tako pasiven kot tudi aktiven. Lipofilne molekule
se po načelu podobnosti zlahka porazdelijo v fosfolipidnem dvosloju epitelijskih
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celic in po principu pasivne difuzije prehajajo iz ekstracelularne apikalne strani
epitelija z visoko koncentracijo v celice z nizko koncentracijo in na enak način iz
njih na bazolateralno stran (3).
Na površini epitelijskih celic se nahajajo tudi nekateri prenašalci skozi celično
membrano, ki svoje substrate aktivno prenašajo skozi celice. Nahajajo se lahko
tako na apikalni kot na bazolateralni strani in povečujejo oz. omogočajo absorp-
cijo ali pa jo zmanjšujejo oz. zavirajo. Na ta način lahko prenašalci znatno vpli-
vajo tako na učinkovitost kot tudi na toksičnost učinkovine. Tak način prenosa
subtratov lahko poteka proti koncentracijskemu gradientu, za kar je potrebna
energija. Prenašalci iz družine SLC se najpogosteje nahajajo na apikalni strani
celičnega epitelija in povečujejo absorpcijo snovi, ki so njihovi substrati. Znotraj
družine se posamezne skupine prenašalcev razlikujejo glede načina aktivnega
prenašanja snovi. Peptidni prenašalec PEPT2, ki spada med SLC prenašalce,
prenaša di- in tripeptide, nekatere peptidomimetike, med zdravilnimi učinkovi-
nami pa betalaktamske antibiotike. Aktivni transport molekul iz apikalne strani
v notranjost epitelijskih celic je pogosto stopnja, ki omejuje hitrost njihovega
transepitelijskega transporta, zato imajo predstavniki družine SLC največji vpliv
na hitrost pasivno slabo permeabilnih molekul. Druga skupina prenašalcev v
pljučih so ABC-prenašalci, ki umeščeni v apikalno membrano epitelijskih celic,
v odvisnosti od ATP zmanjšujejo absorpcijo nekaterih ksenobiotikov. Eden iz-
med predstavnikov ABC-prenašalcev v pljučih je MDR1, ki ga poznamo tudi
kot P-glikoprotein (5). Drug način prehoda molekul s pomočjo prenašalcev je
olajšana difuzija, ki pa za razliko od aktivnega transporta ne more potekati v
nasprotni smeri koncentracijskega gradienta.
Četrti način transcelularnega prehoda je transcitoza, pri kateri molekulo ob-
jame vezikel in jo prenese v notranjost celice. Takšne vezikle so našli v alveolar-
nih celicah, ni pa še povsem jasno, kolikšen delež k celotni absorpciji ima takšen
način prenašanja molekul v pljučih (5).
1.2.2 Biofarmacevtski klasifikacijski sistem
Za peroralno aplicirane učinkovine že od 90. let prejšnjega stoletja poznamo
biofarmacevtski klasifikacijski sistem (BCS), ki jih učinkovito razvršča glede na
njihove fizikalno-kemijske lastnosti in fiziološke lastnosti prebavnega trakta. Ta
sistem je osnova za in vitro in vivo korelacije, ki temeljijo na predpostavki, da to-
pnost učinkovine, njena permeabilnost skozi prebavni trakt in odmerek določajo
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hitrost in obseg absorpcije (8). BCS temelji na 1. Fickovem zakonu, prirejenem
za membrane
Jw = Pw · Cw, (1)
kjer je Jw tok učinkovine skozi intestinalno ”steno”, Pw permeabilnost skozi in-
testinalno ”steno” in Cw koncentracija učinkovine na površini intestinalne mem-
brane (11).
BCS deli učinkovine v štiri razrede:
• razred 1: učinkovine z dobro topnostjo in dobro permeabilnostjo;
• razred 2: učinkovine s slabo topnostjo in dobro permeabilnostjo;
• razred 3: učinkovine z dobro topnostjo in slabo permeabilnostjo;
• razred 4: učinkovine s slabo topnostjo in slabo permeabilnostjo.
BCS opredeljuje permeabilnost glede na delež absorpcije učinkovine iz pre-
bavnega trakta in vivo, glede na meritev masnega prenosa skozi membrano
človeškega prebavnega trakta ali in vitro z epitelijskimi celičnimi modeli. Vi-
soko permeabilna učinkovina je tista, katere delež absorpcije znaša 85 % ali več
(12). Rezultate takih študij permeabilnosti lahko dodatno podpremo še z neka-
terimi fizikalno-kemijskimi karakteristikami učinkovin, npr. logP. Ameriška re-
gulatorna agencija FDA lahko na podlagi klasifikacije BCS določenih učinkovin
tudi opusti zahtevo po bioekvivalenčnih študijah, kar zmanjša čas in stroške
razvoja novega generičnega zdravila (11).
V zadnjem času se pojavljajo tudi ideje za razvoj podobnega klasifikacijskega
sistema, ki bi se nanašal na absorpcijo zdravilnih učinkovin v pljučih. Razvoj
tovrstne klasifikacije ni enostaven, saj moramo zaradi specifičnih lastnosti pljuč
upoštevati več pomembnih dejavnikov. Tako bodo dobro topne učinkovine, ki se
hitro raztopijo in absorbirajo, dosegle biološko uporabnost blizu 1 ne glede na
to, v katerem delu pljuč bodo porazdeljene. Na drugi strani pa bodo slabo topne
in/ali slabo permeabilne učinkovine podvržene tudi obrambnim procesom pljuč.
Absorpcija tistih učinkovin, ki bodo porazdeljene v traheobronhialnem in bron-
hiolnem delu, bo zmanjšana zaradi mehanskega delovanja mukusa. Dodatno na
porazdelitev učinkovine vpliva oblika pljuč, velikost delcev in hitrost potovanja
delcev. Iz tega sledi, da je lahko korelacija med odmerkom, ki naj bi dosegel
pljuča, in površino pod krivuljo učinkovine zelo slaba ter napoved učinka slabo
predvidljiva (8).
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1.2.3 In vitro modeli za merjenje permeabilnosti skozi pljučni epitelij
Za merjenje permeabilnosti učinkovin pogosto izbiramo in vitro modele, ki nam
omogočajo boljši vpogled in razumevanje interakcij ob stiku učinkovine ali far-
macevtske oblike s pljučno bariero kot merjenje in vivo. En izmed in vitro
načinov merjenja, ki je pravzaprav ex vivo način, predstavlja precej zapleten sis-
tem izoliranih perfuziranih pljuč podgane, miši, ovce ali prašiča. S tem modelom
se najbolj približamo dejanskemu stanju in vivo, saj je tu podobnost s človeškimi
pljuči največja, a je ravno zato ta model tudi najbolj kompleksen, čeprav so ga v
zadnjem času uspeli precej poenostaviti (6, 7). Majhen korak k enostavnejšemu
modelu predstavlja izolirano tkivo pljučnega epitelija (tkivni eksplantanti), ki
še vedno dobro posnema in vivo pogoje, a je precej enostavnejši za praktično
laboratorijsko izvedbo in interpretacijo rezultatov permeabilnosti.
Velika pomanjkljivost obeh modelov je poleg kompleksnosti tudi zelo kratka
časovna razpoložljivost za izvajanje meritev, saj sta zaradi živosti tkiva uporabna
le nekaj ur. Zato za merjenje permeabilnosti raje posegamo po celičnih modelih,
ki so neprimerno enostavnejši in cenejši. Celične modele delimo na primarne
celične kulture in epitelijske celične linije. Primarne celične kulture so izolirane
direktno iz človeških ali živalskih pljuč, zato običajno še vedno dobro posnemajo
človeški pljučni epitelij. Njihova pomanjkljivost je ta, da je za primerno celično
integriteto za permeabilnostne študije ustreznih le prvih nekaj pasaž. Zato se
pogosteje uporabljajo epitelijske celične linije, ki so nesmrtne in zato na dolgi
rok tudi najcenejše. Za razliko od vseh zgoraj naštetih modelov imajo epitelijske
celične linije najmanjšo variabilnost, saj vse izhajajo iz istega donorja, zato je
interpretacija rezultatov tu najlažja (1). Pri procesu absorpcije predstavlja celični
epitelij najpomembnejšo bariero, ki jo mora učinkovina preiti in tudi zato so
epitelijski in vitro modeli zelo primerni za študije permeabilnosti (13). Epitelijske
celične linije kljub manjši fiziološki podobnosti s pljuči dosegajo podobno in vitro
in vivo korelacijo kot primarne celične kulture (7). Primerjava med različnimi in
vitro modeli je prikazana v preglednici I.
1.3 celična linija calu-3
Celične linije pljučnega epitelija delimo na alveolarne in traheobronhialne. Za
prve so ugotovili, da tvorijo celične sloje, ki ne dosegajo ustreznih bariernih
lastnosti, da bi lahko na njih testirali permeabilnost učinkovin (7). Zato se
za takšne študije uporabljajo in vitro modeli traheobronhialnega epitelija pljuč.
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Preglednica I: In vitro modeli za določanje permeabilnosti in njihove lastnosti (povzeto
po (6) in (14))
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Celične linije
-9HTE16o-,











nost z in vivo
modelom
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Celično linijo Calu-3 najpogosteje uporabljamo za merjenje permeabilnosti učin-
kovin, saj dosega višje vrednosti TEER od zajčjega pljučnega epitelija, vrednosti
Papp, merjene na tej celični liniji, pa dobro korelirajo z absorpcijo učinkovin pri
podganjih pljučih in vivo (15).
1.3.1 Lastnosti celǐcne linije Calu-3
Calu-3 je nesmrtna celična linija, ki izvira iz humanega bronhionalnega epitelija,
natančneje iz njegovih submukoznih žlez, in posnema njegove lastnosti (16). Su-
bmukozne žleze se nahajajo pod pljučnim epitelijem in lamino proprio (na sliki 1
niso prikazane). Celice Calu-3 tvorijo monosloj s tesnimi stiki, ki je značilen tudi
in vivo in se tvori že kmalu po tem, ko se celice med gojenjem začnejo stikati
med sabo, kar so dokazali tako z izraženim proteinom okludinom kot tudi z
E-kadherinom, ki je prisoten v adherentnih stikih med celicami (17). Tesni stiki
celičnega monosloja so ena ključnih lastnosti, ki določa primernost celične linije
za in vitro modeliranje pljučne epitelijske bariere (16). Monosloj se razen na neka-
terih mestih ohrani ves čas gojitve celic. Njegovo integriteto preverimo z merje-
njem TEER ali paracelularnim markerjem lucifer rumeno (4, 18, 19). Ugotovili so,
da vrednosti TEER dosežejo maksimum po enem tednu od dosega konfluentno-
sti, nato se zmanjšajo, a vseeno ne padejo pod 500 Ωcm2 (17). Celični monosloj
s tesnimi stiki jasno ločuje apikalno membrano, ki vsebuje tudi mikro resice, od
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bazolateralne membrane. Nekatere celice monosloja vsebujejo tudi sekretorne
granule, ki spominjajo na mucinske granule v epitelijskih celicah in vivo. Celična
linija Calu-3 je edina, pri kateri je izražen protein regulator transmembranske
prevodnosti pri cistični fibrozi in od cAMP odvisno izločanje Cl– ionov (18). Ce-
lice Calu-3 ohranijo zgoraj naštete lastnosti skozi širok razpon pasaž in rastejo
hitro ter stalno (4, 18).
Pomembna lastnost celične linije, ki posnema pljučni epitelij, je tudi možnost
gojenja na dva načina – na meji zrak-tekočina (A–L, air-liquid) ali tekočina-tekočina
(L–L, liquid-liquid), ki sta prikazana na sliki 3.
(a) večvrstni visokoprizmatski epitelij pri
celicah gojenimi na način A–L
(b) enostavni izoprizmatski epitelij pri celi-
cah gojenimi na način L–L
Slika 3: Prikaz epitelijev po 3 tednih gojenja celic Calu-3 (povzeto po (17))
Ugotovili so, da celice Calu-3, gojene na meji L–L dosegajo signifikantno
višje vrednosti TEER, kar kaže na tesnejše stike. To so potrdili tudi s testi per-
meabilnosti, pri katerih so modelne spojine skozi L–L celični sloj prehajale v
manjšem obsegu v primerjavi z A–L. Po drugi strani pa celice, gojene na meji
A–L, dosegajo večjo morfološko podobnost s pljučnim epitelijem, ki je večvrstni
s prevladujočimi visokoprizmatskimi celicami in ga lahko vidimo na sliki 3a. Mi-
kro resice so tu bolj izrazite, opazili pa so celo strukture, ki bi lahko ponazarjale
migetalke (cilia) (16). Pri tem modelu najdemo tudi več sekretornih veziklov kot
pri L–L, prisoten pa je tudi mukus, ki ga pri L–L modelu ni. Poleg tega A–L
celice izražajo več transporterskih genov (17). Celična linija Calu-3 izvira iz su-
bmukoznih žlez, ki so in vivo v ”tekočini”, a zanimivo izraža več podobnosti s
pljučnim epitelijem takrat, ko je gojena na način A–L (16). Kljub razlikam, do ka-
terih pride zaradi različnih načinov gojenja, sta tako A–L kot L–L način gojenja
primerna za to celično linijo (20).
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1.3.2 Okužbe z mikoplazmo
Mikoplazme so prokariontske celice, ki jih v celični kulturi ne moremo opaziti
organoleptično. To so namreč majhni organizmi (0,15 µm–0,3 µm) brez celične
stene, zato lahko prilagajajo svojo obliko in se s svojimi organeli prilepijo na go-
stiteljevo celico (21). Mikoplazme imajo omejeno biosintezno sposobnost, zato ob
zlitju svoje membrane z gostiteljevo porabljajo hranila. Posledica je upočasnjena
rast gostiteljskih celic, poleg tega pa lahko mikoplazme vplivajo tudi na celično
gensko ekspresijo in posledično odziv gojenih celic na določeno učinkovino, kar
lahko vodi do napačnih interpretacij rezultatov poskusov (22).
Do okužbe z mikoplazmami lahko pride zelo hitro in zaradi več dejavnikov
tveganja. V preteklosti so bili eni glavnih virov okužb z mikoplazmo živalski se-
rumi, kar pa je danes redkost. Pogosteje je vzrok za okužbo laboratorijsko osebje,
saj se predvsem v človeški ustni votlini in žrelu nahajajo različne vrste mikopla-
zem, ki jih z dihanjem in govorjenjem razpršimo v okolje. Prav tako lahko vzrok
tiči v nesterilni laboratorijski opremi, medijih in raztopinah, nepopolni aseptični
tehniki dela itd. Zavedati se moramo, da če le ni celična linija okužena že od
proizvajalca, potem lahko okužbo s pravilnim delom preprečimo. Celične li-
nije moramo med gojenjem večkrat preverjati z enim od identifikacijskih testov
(21). V Evropski Farmakopeji najdemo testa Culture method in Indicator cell cul-
ture method (23). Zanesljiva metoda je tudi PCR (verižna reakcija s polimerazo),
v zadnjem času pa sta zaradi hitre izvedbe v uporabi FISH (flourescence in situ
hybridization) test in test, ki temelji na luminescenčni zaznavi proizvodnje ATP
(21).
1.4 lastnosti testiranih učinkovin
Učinkovin, ki smo jim določali permeabilnost skozi celično linijo Calu-3, nismo
izbrali naključno. Uporabili smo modelne spojine z znanimi lastnostmi, ki so
prikazane v preglednici II. S takšnimi spojinami lahko vrednotimo primernost
modela za določanje permeabilnosti.
Dekstrani so velike hidrofilne molekule. Predstavniki dekstranov z molekul-
sko maso večjo od 3000 Da so markerji za ničelno permeabilnost (zero permeability
markers), saj ob primerno tesnih celičnih stikih sloja skoraj ne prehajajo. Propra-
nolol, ranitidin in famotidin so prav tako znane modelne spojine za določanje
primernosti permeabilnostnega modela: propranolol je dobro permeabilna, rani-
tidin srednje permeabilna in famotidin slabo permeabilna učinkovina. Rodamin
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Preglednica II: Lastnosti uporabljenih molekul za določanje permeabilnosti
Ime učinkovine Molska masa (g/mol) logP pKa
FITC-dekstran 3000-5000 Da 3000-5000 (24) / /
FITC-dekstran 10000 Da 10 000 (25) / /
FITC-dekstran 20000 Da 20 000 (26) / /
FITC-dekstran 40000 Da 40 000 (27) / /
FITC-dekstran 70000 Da 70 000 (28) / /
propranolol 259,34 (29) 3,5 (29) 9,4 (29)
ranitidin 314,41 (30) 0,3 (30) 7,8 (31)
famotidin 337,5 (32) −0,6 (32) 8,4 (33)
rodamin 123 380,8 (34) 1,0 (35) 7,2 (35)
verapamil 454,6 (36) 5,2 (36) 9,7 (36)
PSC 833 1214,6 (37) 4,5 (38) 12,5 (38)
oksacilin 401,4 (39) 2,4 (39) 2,7 (39)
123 je znan substrat za aktivni prenašalec P-glikoprotein (P-gp), verapamil in
PSC 833 pa P-gp inhibirata. Oksacilin je kot predstavnik betalaktamskih antibio-
tikov substrat za aktivni prenašalec PEPT2.
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Za in vitro model pljučnega epitelija bomo izbrali nesmrtno celično linijo Calu-3,
ki je dokazano ena najprimernejših za njegovo vrednotenje. Permeabilnost skozi
epitelij prebavil je že zelo dobro raziskana in ovrednotena predvsem s celično
linijo Caco-2, medtem ko gojenje celic Calu-3 še vedno ni standardizirano (17).
Zato bomo najprej izbrali protokol gojenja celic, kar zajema izbiro medija in
pogostost njegovega menjavanja, nasaditveno gostoto celic in časovno obdobje
gojenja. Celice bomo gojili na dva različna načina, na meji zrak-tekoči medij
(A–L, air-liquid) in tekoči medij-tekoči medij (L–L, liquid-liquid).
Med gojenjem bomo opazovali rast in njihov razvoj pod invertnim mikrosko-
pom. Po koncu gojenja in pred posameznim poskusom bomo z merjenjem TEER
preverili integriteto nastalega celičnega monosloja. Morebitne spremembe inte-
gritete (npr. zaradi poškodbe celic med poskusom) bomo preverili tudi po koncu
poskusa. Poleg merjenja TEER bomo ob koncu dodatno tretirali celice tudi s pa-
racelularnim markerjem lucifer rumeno, ki je prav tako pokazatelj integritete
celičnega monosloja.
V poskusih bomo merili permeabilnost različnih tipov spojin. Kot predstav-
nike velikih hidrofilnih molekul bomo testirali FITC-dekstrane petih različnih
molekulskih mas, ki bodo segale od 3000 Da do 70 000 Da. Naslednja skupina
bodo majhne lipofilne molekule, ki celični sloj prehajajo pasivno transcelularno.
Tretja skupina testiranih snovi bosta molekuli, ki prehajata celični epitelij z ak-
tivnim transportom, ena v absorptivni, druga pa v eliminatorni smeri.
Pri vseh ovrednotenih parametrih bomo ugotavljali tudi morebitne razlike,
do katerih pride zaradi različnih načinov gojenja. Poskusili bomo opredeliti, ali
je kateri izmed njiju, glede na lastnosti celičnega monosloja, izmerjene vrednosti




PRAKT I ČN I DEL
3 MATER IA L I IN METODE
3.1 raztopine
3.1.1 Donorske raztopine
Uporabili smo 12 različnih donorskih raztopin, ki so skupaj s pripadajočimi kon-
centracijami prikazane v preglednici III.







FITC dekstran 3000-5000 Da / 0,050
FITC dekstran 10000 Da / 0,020
FITC dekstran 20000 Da / 0,010
FITC dekstran 40000 Da / 0,005




rodamin 123 2,400 0,010
rodamin 123 + verapamil / 0,200
rodamin 123 + PSC 833 0,800 0,010
oksacilin / 5,000
3.1.2 Raztopina lucifer rumeno
Natehtali smo 1,197 mg spojine lucifer rumeno (Sigma-Aldrich) in pripravili
založno raztopino s 460 µL pufra za poskus, nato pa z enakim pufrom razredčili
100 µL založne raztopine na 25 mL.
3.1.3 Pufer za poskus
Pufer HBSS + HEPES smo uporabili pri poskusih kot akceptorsko raztopino, raz-
topino za redčenje donorskih raztopin in kot pufer za spiranje celic in merjenje
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upornosti. Pripravili smo ga tako, da smo v 500 mL HBSS (Gibco®, Thermo
Fisher Scientific) dodali 5 mL 1 M HEPES (Gibco®, Thermo Fisher Scientific) (v
nadaljevanju pufer). HBSS sestavljajo kalcij, magnezij, glukoza in natrijev hidro-
gen karbonat.
3.1.4 TrypLE™ Select
Raztopino rekombinantnega proteina, ki nadomesti uporabo tripsina, smo upo-
rabili za odlepljanje celic pred presaditvijo. TrypLE™ Select (Gibco®, Thermo
Fisher Scientific) deluje tako, da cepi terminalne C-vezi lizina in arginina ter je v
tem veliko bolj specifičen kot tripsin, pridobljen iz živalskega vira (40).
3.1.5 Medij za gojenje celic
Za gojenje Calu-3 celic smo uporabili medij, ki smo ga pripravili iz 500 mL A-
MEM (Gibco®, Thermo Fisher Scientific), 12,5 mL FBS (Gibco®, Thermo Fisher
Scientific) in 10 mL GlutaMAX (200 mM L-alanil-L-glutamin dipeptid v 0,85 %
NaCl, Gibco®, Thermo Fisher Scientific).
3.1.6 MycoAlert™ PLUS
Za detekcijo morebitne okužbe z mikoplazmami smo uporabili reagent in sub-
strat MycoAlert™ PLUS (Lonza).
3.1.7 Raztopina NaOH
Za poskus uničenja celic smo uporabili 1 M raztopino NaOH, ki smo jo predho-
dno filtrirali skozi 0,22 µm sterilni filter.
3.2 aparature in pribor
• pipetor Maxipette, Greiner
• serološke pipete 2 mL, 5 mL, 10 mL, 25 mL in 50 mL, TPP
• pipeta za aspiracijo, Sarstedt
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• mehanske pipete različnih velikosti mLINE®, Sartorius
• mehanska multikanalna pipeta, Biohit
• avtomatska multikanalna pipeta, Sartorius
• nastavki za mehanske pipete, Biohit
• nastavki za avtomatsko pipeto, Sartorius
• vakuumska črpalka, Welch
• aparat za štetje celic in merjenje živosti celic Vi-CELL™ XR, Beckman Co-
ulter
• invertni mikroskop CKX41, Olymups
• aparat za centrifugiranje MIKRO 22R, Hettich
• celični inkubator s 5 % CO2 HERAcell® 150, Thermo Scientific
• celični inkubator s 5 % CO2, Sanyo
• inkubator, Memmert
• stekleničke za gojenje celičnih kultur 175 cm2 (T175), 75 cm2 (T75) in 25 cm2
(T25), Sarstedt
• inserti s 24 poroznimi membranami Millicell®, Merck Millipore
• inkubacijske plošče s 24 vdolbinami Millicell®, Merck Millipore
• avtomatski merilnik TEER, Rems
• mikrotitrska čitalca Infinite F200 in M1000, Tecan
• plošče za merjenje flourescence s 96 vdolbinami, Corning Costar
• plošče za merjenje luminescence s 96 vdolbinami, Corning Costar
• plošče s filtrom, Multiscreen-GV filter plate (PVDF 0,22 µm), MSGVN22,
Merck




3.3.1 Gojenje celic Calu-3
Celotno delo, povezano z gojenjem celic, smo opravljali pod aseptičnimi pogoji
v komori z laminarnim pretokom zraka. Vse pripomočke in površine smo redno
čistili s 70 % raztopino izopropanola. Celice smo gojili v inkubatorjih pri 37 ◦C,
5 % CO2 in 95 % relativni vlažnosti. Medij smo pred vsako uporabo na celicah
segreli v inkubatorju na 37 ◦C.
Odmrznitev celic in nacepitev v gojitveno steklenǐcko
Za nacepitev celične linije Calu-3 smo uporabili vsebino ene zamrznjene kriovi-
ale. Celice so bile zamrznjene v mešanici DMSO in FBS v razmerju 1 : 9. Koncen-
tracija celic v uporabljenih kriovialah je bila približno 2× 106 celic/mL. Celice,
zamrznjene v takšni koncentraciji, ohranijo po odtalitvi signifikantno večjo živost
kot pa tiste z višjo koncentracijo. DMSO zmanjša nastanek ledenih kristalov, ki
poškodujejo membrano celic. Pri preveliki koncentraciji celic pa krioprotektant
ne more penetrirati v vse celice v zadostnem obsegu, zato se živost zmanjša
(17). Kriovialo smo na hitro odtalili pri temperaturi 37 ◦C in vsebino prenesli v
stekleničko s površino 75 cm2 (T75) oziroma 175 cm2 (T175), kamor smo predho-
dno dodali okoli 16 mL oziroma okoli 38 mL medija za gojenje celic. Vsak dan
smo medij z vakuumsko črpalko odstranili in ga zamenjali s približno enakim
volumnom svežega medija.
Presaditev celic na inserte
Ko so celice prerasle približno 90 % površine, smo na njih nanesli 3 mL oziroma
10 mL raztopine TrypLE™ Select in inkubirali 5 minut. V tem času so se celice
vidno odlepile od podlage. Dodali smo 6 mL oziroma 20 mL medija, ki je deakti-
viral TrypLE™ Select in s tem ohranil celice žive. Celotno vsebino smo prenesli
iz stekleničke v centrifugirko. Nato smo v stekleničko dodali še 4 mL oziroma
10 mL medija, s katerim smo sprali tiste celice, ki jih morda prej nismo prene-
sli. Tudi to vsebino smo dodali v isto centrifugirko. Suspenzijo s celicami smo
centrifugirali 5 minut pri 1500 obratih na minuto.
Supernatant smo zavrgli, celice pa resuspendirali v svežem mediju. 1 mL
nove suspenzije smo porabili za štetje celic, pri čemer smo uporabili triptansko
modrilo (ang. Trypan Blue). Takšna metoda določanja živosti temelji na dejstvu,
da mrtve celice sprejmejo barvilo v svojo notranjost in se zato prikažejo temnejše
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kot žive celice, s čimer jih ločimo med seboj (41). Aparat za štetje celic in merjenje
njihove živosti je sam doziral barvilo in kot rezultat podal število vseh celic,
število živih celic in odstotek živosti. Glede na te podatke smo izračunali, koliko
suspenzije s celicami potrebujemo, da na insertu s 24 poroznimi membranami, ki
je namenjen gojenju celic, dobimo nasaditveno gostoto 2× 105 celic/cm2. Vsaka
vdolbinica na insertu za gojenje celic vsebuje porozno membrano v velikosti
0,7 cm2.
Primer izračuna volumna suspenzije za nasaditev celic na dva inserta:
1. število živih celic 1,21× 106celic/mL,
2. želena nasaditvena gostota 2× 105celic/cm2,
3. površina ene vdolbine 0,7 cm2,
4. število celic, ki jih potrebujemo
2× 105celic/cm2 × 0,7 cm2 × 24× 2 = 67,2× 105celic,
5. volumen suspenzije 67,2×10
5celic
1,21×106celic/mL = 5,6 mL,
6. izračunanemu volumnu suspenzije smo dodali še toliko svežega medija,
da smo na koncu dobili volumen 20 mL.
Na sliki 4 je prikazan uporabljen komplet za gojenje celic. Med gojenjem smo
kot spodnjo ploščo uporabljali ploščo za hranilni medij, ki smo jo pred začetkom
poskusa zamenjali z inkubacijsko ploščo. Izbrali smo inserte s polietilenterefta-
latnimi (PET) membranami z 1 µm porami. Na bazolateralno stran vsake plošče
smo nanesli 22 mL svežega medija, na apikalno pa po 400 µL razredčene suspen-
zije s celicami v vsako vdolbino. Medij smo s pomočjo vakuumske črpalke prva
dva dneva vsak dan odstranili in ga zamenjali z enakim volumnom svežega,
nato smo enak postopek ponavljali na 2–3 dni. Celice smo do poskusa gojili
19–23 dni.
Tretji dan nasaditve na eni izmed plošč odstranjenega medija z apikalne
strani nismo nadomestili s svežim medijem. Tako smo dobili dve različni plošči
s celicami: na eni smo celice gojili na način A–L, na drugi pa na način L–L. Celice
smo pred vsako menjavo medija pregledali z invertnim mikroskopom. Večkrat
smo opazili strukture, ki niso bile pritrjene na podlago. Predvidevali smo, da je
bil to mukus, ki smo ga nato sprali z 200 µL medija.
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odprtina za odvzem vzorcev
(bazolateralna stran)
vdolbinica z membrano na insertu
za gojenje celic (apikalna stran)
insert za gojenje celic
vdolbinica na insertu za gojenje celic
inkubacijska plošča
pokrov površina membrane, kjer se 
nahaja celična kultura
Slika 4: Komplet za gojenje celic s pokrovom, insertom za gojenje celic in inkubacijsko
ploščo
3.3.2 Priprava na poskus permeabilnosti
Celice smo dan pred poskusom slikali s kamero na invertnem mikroskopu. Na
dan poskusa smo jih najprej sprali s pufrom tako, da smo insert s celicami presta-
vili na inkubacijsko ploščo, kamor smo predhodno dodali 800 µL pufra v vsako
vdolbino, na celice pa 300 µL pufra. Na hitro smo odlili pufer z zgornje strani in
še enkrat dodali enako količino svežega pufra ter postopek ponovili. Nato smo
celice zopet prestavili na novo inkubacijsko ploščo, kamor smo prav tako dodali
800 µL pufra, na celice pa po 400 µL pufra. Celice smo pokrili in jih 15 minut
inkubirali na 37 ◦C. Potem smo preverili njihovo integriteto z merjenjem TEER z
avtomatskim merilnikom.
3.3.3 Poskus permeabilnosti
Permeabilnost smo merili v dveh smereh, apikalna–bazolateralna (A–B) in ba-
zolateralna–apikalna (B–A), kar vidimo na sliki 5. Smer A–B pomeni, da je do-
norska raztopina na vrhu, akceptorska pa spodaj in učinkovina potuje v absorp-
tivni smeri. Pri smeri B–A je na vrhu akceptorska, spodaj je donorska raztopina,
učinkovina pa potuje v eliminatorni smeri. Na inkubacijsko ploščo smo nanesli
po 800 µL donorske ali akceptorske raztopine. Nato smo nanjo postavili insert
s celicami, na njih pa nanesli po 400 µL donorske ali akceptorske raztopine. Ta
korak je predstavljal začetek našega poskusa. Običajno smo izvedli poskus s
štirimi vzorci donorske raztopine v obe smeri, kar vidimo na sliki 5. Celice smo
med posameznimi vzorčenji shranjevali v CO2 inkubatorju.
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Slika 5: Primer zasnove poskusa na plošči za 3 različne učinkovine
Ob času 30, 60, 90, 120 in 180 minut od začetka poskusa smo vzorčili po
100 µL akceptorske raztopine iz vsake vdolbinice z membrano na insertu ali od-
prtine za odvzem vzorcev na bazolateralni strani (slika 4), odvisno od smeri po-
skusa. Vzorce smo prenesli na plošče za merjenje flourescence ali UPLC plošče.
Vsakič smo odvzet volumen vzorca nadomestili s 100 µL akceptorske raztopine.
Ob času 0 in 180 minut smo vzorčili še 100 µL donorske raztopine iz vsake vdol-
binice in odprtine, ki smo jih pred analizo razredčili.
3.3.4 Preverjanje integritete celǐcnega sloja po poskusu
Ker lahko med vzorčenjem celice poškodujemo oziroma je za celice testirana
spojina lahko toksična, smo po končanem 3-urnem poskusu celicam ponovno
pomerili TEER ter jih sprali s pufrom. Nato smo na novo inkubacijsko ploščo
nanesli po 800 µL akceptorske raztopine, nanjo postavili insert s celicami, na
njih pa nanesli po 400 µL donorske raztopine lucifer rumeno. Inkubirali smo 1
uro na 37 ◦C, nato pa vzorčili 100 µL akceptorske raztopine in vzorce nanesli na
ploščo za merjenje fluorescence.
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3.3.5 Določanje koncentracije flourescenčnih spojin
Z mikrotitrskim čitalcem Tecan Infinite M1000 smo določali FITC dekstrane
(λex = 495 nm, λem = 515 nm), rodamin 123 (λex = 480 nm, λem = 540 nm)
in lucifer rumeno (λex = 430 nm, λem = 540 nm). Preko umeritvene krivulje, ki
smo jo pripravili, in enačbe (2) smo izračunali molarne koncentracije spojine v
vzorcu (C).
C = k · odziv + n (2)
3.3.6 Določanje koncentracije učinkovin
Propranolol, ranitidin, famotidin in oksacilin smo določali z UPLC analizo. Vzorce
smo pred analizo filtrirali preko 0,22 µm filtra. Tudi tu smo preko umeritvene
krivulje in enačbe (2) določili molarne koncentracije učinkovine v vzorcu. Para-
metri UPLC analize so prikazani v preglednici IV.
Preglednica IV: Parametri UPLC analize






propranolol A: amonijev fosfat
pH 3,0 (2,5 mL 85 %







ranitidin A: amonijev fosfat
pH 3,0 (2,5 mL 85 %







famotidin A: amonijev fosfat
pH 3,0 (2,5 mL 85 %







oksacilin A: amonijev fosfat
pH 3,0 (2,5 mL 85 %







3.3.7 Preverjanje okužbe z mikoplazmo
Vsako pasažo celic, ki smo jih gojili za poskus, smo vsaj enkrat preverili na
okužbo z mikoplazmo. Iz plošče z želeno pasažo celic smo odvzeli 2 mL gojišča
in ga 5 minut centrifugirali pri 1500 obratih na minuto. Nato smo odvzeli 100 µL
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supernatanta in ga prenesli na belo ploščo s 96 vdolbinami. Supernatantu smo
dodali 100 µL MycoAlert™ PLUS reagenta, počakali 5 minut in izmerili lumine-
scenco. Tako smo dobili rezultat meritve A. Nato smo v isto vdolbinico dodali
še 100 µL MycoAlert™ PLUS substrata in čez 10 minut ponovno pomerili lumi-
nescenco ter tako dobili rezultat meritve B. Razmerje B/A nam je potrdilo ali
ovrglo okužbo z mikoplazmo, kar je prikazano v preglednici V. Če smo ugoto-
vili, da so celice okužene, smo jih zavrgli.
Preglednica V: Mejne vrednosti za določitev okužbe z mikoplazmo (povzeto po (22))
Razmerje B/A Interpretacija
< 1 Ni prisotne okužbe z mikoplazmami
1–1,2 Mejna vrednost
> 1,2 Prisotna je okužba z mikoplazmami
3.3.8 Liziranje celic z NaOH
K varnemu delu v laboratoriju spada tudi pravilno ravnanje z odpadki. V
celičnem laboratoriju je pomembno, da odpadne celice pred zavrženjem pra-
vilno uničimo. Uničenja celic smo se lotili z 0,3 M in 0,5 M raztopino NaOH.
Celice v steklenički smo najprej odlepili in prešteli tako, kot je opisano v sek-
ciji 3.3.1 Presaditev celic na inserte. Nato smo v stekleničko s površino 25 cm2
(T25) dodali 1,3 mL suspenzije s celicami in ji dodali 5 mL medija. Ta steklenička
je predstavljala kontrolo. V tri nove stekleničke smo dodali 1,3 mL suspenzije s
celicami, 3,7 mL medija in 2,2 mL 1 M NaOH (= 0,3 M NaOH). Po 24 urah smo
vse stekleničke pregledali pod invertnim mikroskopom. Celice smo prešteli in
jim določili viabilnost. 3 mL suspenzije iz vsake stekleničke smo centrifugirali
7 minut pri 1100 obratih/minuto, supernatant smo porabili za merjenje pH, ce-
lice pa resuspendirali v 5 mL medija in jih dali v nove stekleničke. Po 24 urah
smo ponovno celice pregledali pod mikroskopom in jih prešteli. Enak postopek
smo uporabili za poskus z 0,5 M NaOH, kjer smo v stekleničke dodali 1,3 mL
suspenzije s celicami, 5 mL medija in 5 mL 1 M NaOH.
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3.4 izračun permeabilnostnega koeficienta
3.4.1 1. Fickov zakon











J. . . difuzijski fluks (pretok) na enoto površine (mol/(s cm2)),
A. . . površina, skozi katero poteka difuzija (cm2),
Q. . . količina snovi, ki difundira (mol),
t. . . čas (s),
D. . . difuzijski koeficient (cm2/s),
C. . . koncentracija učinkovine (mol/L),
x. . . debelina membrane (cm),
dC/dx . . . koncentracijski gradient, učinkovina pa potuje v njegovi nasprotni
smeri.
razdalja











Slika 6: Idealiziran primer prehajanja učinkovine skozi celični monosloj, kjer se ob kon-
stantnih koncentracijah CD in CA vzpostavi konstanten pretok
1. Fickov zakon lahko uporabimo, če predpostavimo, da sta koncentraciji na
donorski strani CD in na akceptorski strani CA konstantni in se torej tudi razlika
med njima ne spreminja (slika 6). Pod takšnimi pogoji se po določenem času v
membrani vzpostavi konstanten pretok.
Pri bioloških membranah navadno ne poznamo njihove debeline, porazdeli-
tvenega koeficienta učinkovine med medijem in membrano kot tudi ne koncen-
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tracije učinkovine znotraj membrane (42). Kljub temu lahko lastnosti membrane
povzamemo s Papp, ki je povezan s pretokom
J = Papp · (CD − CA). (4)
Ker je CA mnogo nižja od CD in nikakor ne bo presegla 10 % CD ob nobenem
času, privzamemo, da je razlika v koncentracijah kar enaka CD, zato velja
J ≈ Papp · CD. (5)
3.4.2 Izračun Papp v praksi
Količino snovi, ki je difundirala skozi membrano v akceptorsko raztopino v po-
samezni časovni točki, smo izračunali iz molarnih koncentracij spojine v vzorcu
Q(t) = CA(t) ·VA, (6)
kjer je
Q(t). . . količina snovi, ki je difundirala skozi membrano v akceptorsko raztopino
(mol),
CA(t). . . molarna koncentracija snovi, ki je difundirala (mol/L),
VA. . . volumen akceptorske raztopine (L).







Pri računanju J smo upoštevali samo točke, ki so ustrezale linearnemu delu
premice na grafu, ki prikazuje količino snovi v odvisnosti od časa (povečava na
sliki 7). Transport se tako v absorptivni kot tudi eliminatorni smeri ne vzpostavi
ob času 0. Učinkovina namreč potrebuje nekaj časa, da preide skozi membrano
na drugo stran. Ta pojav imenujemo čas zakasnitve (lag time).






Papp . . . navidezni permeabilnostni koeficient (cm/s),
CD . . . začetna molarna koncentracija učinkovine na donorski strani (mol/L).
25
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Slika 7: Na levi je prikazano realno prehajanje učinkovine skozi celični monosloj v od-
visnosti od razdalje in časa. Na grafu v sredini vidimo naraščanje CA oziroma
Q
Efluks razmerje (ER) smo izračunali kot kvocient povprečnih vrednosti Papp





3.5 statistična obdelava podatkov
Podatke smo statistično obdelali v programskem paketu Matlab R2019a. Najprej
smo izračunali varianco vzorcev za Pappv A–B in varianco vzorcev za Papp v B–A




N − 1 (10)
kjer je
s2. . . varianca,
N. . . število meritev Papp za učinkovino v eno smer,
Xi. . . i-ta meritev Papp za učinkovino v posameznem celičnem monosloju v eno
smer,
X . . . povprečni Papp za učinkovino v eno smer.
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kjer je
s21. . . varianca za Papp v eno smer (večja vrednost),
s22. . . varianca za Papp v drugo smer (manjša vrednost).
Postavili smo dve hipotezi:
H0: s21 = s
2
2 ali varianci vzorcev v A–B in B–A smeri se signifikantno ne razliku-
jeta.
H1: s21 6= s22 ali varianci vzorcev v A–B in B–A smeri se signifikantno razlikujeta.
Nadalje smo izvedli še T-test, t.j. test za primerjavo aritmetičnih sredin. Nje-
gov izračun je odvisen od rezultatov F-testa. Če pri F-testu nismo mogli zavreči









X1 . . . povprečni Papp za učinkovino v eni smeri,
X2 . . . povprečni Papp za učinkovino v drugi smeri,
sp. . . skupni standardni odklon,
N1. . . število meritev Papp v eni smeri,
N2. . . število meritev Papp v drugi smeri.
Skupno varianco s2p smo izračunali z
s2p =
(N1 − 1)s21 + (N2 − 1)s22
N1 + N2 − 1
. (13)
Če pa smo s F-testom zavrgli ničelno hipotezo in potrdili alternativno in








Spet smo postavili dve hipotezi:
H0: Aritmetični sredini obeh vzorcev se ne razlikujeta signifikantno.
H1: Aritmetični sredini obeh vzorcev se razlikujeta signifikantno.
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4.1 lastnosti calu-3 celic med gojenjem
Celice so 3.-–6. dan po začetku gojenja v T175 ali T75 steklenički prerasle okoli
90 % površine, kar vidimo na sliki 8. Rast celic smo spremljali z invertnim mi-
kroskopom. Celice smo nato prešteli in njihovo število se je razlikovalo glede
na nasaditveno gostoto celic v steklenički. Večja kot je bila nasaditvena go-
stota, več celic se je praviloma namnožilo. Celice smo nasajali z gostotami
1,8 × 104 − 4,5 × 104 celic/cm2, število živih celic pred presaditvijo na inserte
za gojenje celic pa se je gibalo 0,84× 106–1,52× 106 celic/mL. Živost celic je bila
med 94 % in 98 %. Celice smo nasadili na dva inserta z gostoto 2× 105 celic/cm2.
Torej smo iz enake pasaže gojili na enem insertu celice na A–L način, na drugem
pa na L–L način. Uporabljali smo pasaže 50–55 in med njimi pomembnih razlik
v rasti celic nismo opazili.
Slika 8: Celice v steklenički tik pred presaditvijo
Med celicami gojenimi na način A–L in L–L smo opazili določene razlike.
Prve so bile na izgled večje, kar vidimo iz primerjave na sliki 9. Pri modelu
A–L smo proti koncu gojenja celic večkrat opazili strukture, ki niso bile pritrjene
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(a) način A–L (b) način L–L
Slika 9: Celice po 21 dneh gojenja na način A–L in L–L
(a) pred spiranjem (b) po spiranju
Slika 10: Celice A–L pred in po spiranju
na podlago, zato smo celice modela A–L redno spirali. Strukture so verjetno
predstavljale izločen mukus. Celice pred in po spiranju so prikazane na sliki 10.
4.2 integriteta celičnega monosloja
Meritve TEER pred vsemi poskusi so pokazale, da se tesnost sloja celic razli-
kuje glede na način gojenja. Celice, gojene na način A–L, so dosegle vrednosti
220 Ωcm2–420 Ωcm2, na način L–L pa 250 Ωcm2–470 Ωcm2. Pri tem je še odšteta
povprečna meritev praznih insertov (slepa meritev), ki je znašala 160 Ωcm2. Na
sliki 11 je prikazano, da smo po vsakem poskusu integriteto celičnega monosloja
preverili še enkrat z merjenjem TEER in z 1 urnim tretiranjem celic s spojino lu-
cifer rumeno. Kot je razvidno na sliki 11, smo bili pri obravnavi rezultatov per-
meabilnosti posebej pozorni, kadar je bila TEER po poskusu za posamezno vdol-
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binico < 300 Ωcm2, ko je bila razlika TEER pred in po poskusu > 100 Ωcm2 in
kadar so bile vrednosti Papp za lucifer rumeno višje od 1× 10−6 cm/s. V takšnih
primerih smo med seboj primerjali različne parametre integritete in preverili, ali
se rezultati permeabilnosti za testirano učinkovino ujemajo z vrednostmi v osta-
lih paralelkah. Če je vrednost Papp testirane učinkovine očitno odstopala, smo jo
pri nadaljnjih izračunih izločili.
POSKUSMERJENJE TEER
 PRED POSKUSOM
■   preverimo, ali so celice  
vzpostavile dovolj tesne stike
MERJENJE TEER
 PO POSKUSU
■   preverimo, ali smo celice  
med poskusom poškodovali






■   preverimo, ali smo celice  
med poskusom poškodovali
■   preverimo, ali je katera od 
testiranih učinkovin 
spremenila integriteto 
celičnega monoslojaTEERprej > 300 Ω·cm2
Kriterij
TEERprej – TEERpotem < 100 Ω·cm2
Kriterij
Papp < 1·10–6 cm/s
Kriterij
Slika 11: Časovnica merjenja integritete celičnega monosloja
4.3 permeabilnost
4.3.1 Velike hidrofilne molekule
FITC-dekstrane smo v poskusih uporabili kot predstavnike velikih hidrofilnih
molekul. Skozi celični monosloj je prešlo največ FITC-dekstrana 3000–5000 Da,
ki je najmanjši izmed testiranih dekstranov. Na sliki 12 je za vsako smer poskusa
in pogoje gojenja predstavljeno prehajanje najmanjšega dekstrana za vsak celični
monosloj posebej. Vidimo, da so bili prehodi tega dekstrana primerljivi med
seboj v vseh celičnih monoslojih. Opazimo tudi linearno naraščanje množine
snovi in s tem koncentracije na akceptorski strani.
Ostali FITC-dekstrani z višjimi molekulskimi masami so prehajali celični mo-
nosloj za približno en velikostni razred (faktor 10) manj od najmanjšega FITC-
dekstrana, kar vidimo na sliki 13. Pri vseh FITC-dekstranih, razen pri FITC-
dekstranu 40000 Da na modelu A–L, se je permeabilnost manjšala z večanjem
velikosti molekul. Pri vseh FITC-dekstranih, razen pri FITC-dekstranu 20000 Da,
pa smo uspeli dokazati tudi razlike v permeabilnosti med obema modeloma.
Kot pričakovano so vrednosti Papp pri modelu L–L nižje kot Papp pri A–L.
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Slika 12: Prehajanje FITC-dekstrana 3000–5000 Da v posameznem celičnem monosloju













Air-Liquid, smer ABAir-Liquid, smer BALiquid-Liquid, smer ABLiquid-Liquid, smer BA
Slika 13: Permeabilnostni koeficienti s standardnim odklonom za FITC-dekstrane
4.3.2 Propranolol, ranitidin, famotidin, oksacilin
V poskusih permeabilnosti ima propranolol daleč najvišji Papp tako v skupini
majhnih molekul kot tudi med vsemi ostalimi testiranimi učinkovinami. Na
sliki 14 desno vidimo, da je Papp propranolola za približno dva velikostna ra-
zreda večji od Papp ostalih majhnih testiranih molekul. ER je pri obeh modelih
za propranolol okoli 1. Pričakovali smo, da bo Papp srednje permeabilnega ra-
nitidina večji od Papp slabo permeabilnega famotidina. Takšen rezultat smo pri
A–B smeri potrdili pri modelu A–L, pri L–L pa ne. ER za ranitidin je večji od
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2, za famotidin pa celo večji od 3. Oksacilin je med temi molekulami prehajal


























Slika 14: Permeabilnostni koeficienti s standardnim odklonom za majhne lipofilne mo-
lekule
4.3.3 Rodamin in zaviralci P-gp
Rodamin je substrat za P-gp in za prehajanje takšnih učinkovin je značilno vi-
soko razmerje med Papp v eliminatorni in Papp v absorptivni smeri, kar v praksi
pomeni, da je Papp v smeri B–A vsaj dvakrat večji od Papp v smeri A–B. To smo
potrdili tudi z našimi poskusi (slika 15), pri katerih smo pri A–L dobili ER = 17,
pri L–L pa ER = 11. Ko smo raztopini rodamina 123 dodali še verapamil ali
PSC 833, so se vrednosti razmerja močno znižale. Permeabilnost v smeri A–B
je ostala enaka, razmerje pa se je znižalo na račun zmanjšane permeabilnosti v
smeri B–A. Pri dodatku verapamila je bilo razmerje Papp med B–A in A–B enako
pri celičnem modelu A–L in L–L, medtem ko je PSC 833 to razmerje bolj znižal
pri modelu A–L kot pri L–L.
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Air-Liquid, smer ABAir-Liquid, smer BALiquid-Liquid, smer ABLiquid-Liquid, smer BA
Slika 15: Permeabilnostni koeficienti s standardnim odklonom za rodamin 123 in nje-
gova zaviralca
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4.4 uničenje celic z naoh
Pred in po dodatku raztopine NaOH smo celice pregledali pod invertnim mi-
kroskopom in jih prešteli na aparatu za štetje celic in merjenje živosti celic. Kon-
trolnemu vzorcu, ki je prikazan na sliki 16, smo določili > 90 % viabilnost celic
na aparatu za merjenje živosti celic. Tudi pod mikroskopom smo že po enem
dnevu gojenja jasno videli nastajanje skupkov celic.
Slika 16: Celice Calu-3 1. dan po presaditvi v T25 stekleničko v medij brez NaOH
Živost vzorcev, ki smo jih gojili v 0,3 M ali 0,5 M NaOH, se je po enem dnevu
gojenja močno znižala, a še vseeno ni bila v nobenem primeru blizu ničle. Pri
pregledu celic z invertnim mikroskopom pa po enem dnevu gojenja v nobenem
vzorcu nismo zaznali več živih celic, temveč le njihove posamezne delce, ki so
plavali v mediju, kar vidimo na sliki 17.
(a) medij z 0,3 M NaOH (b) medij z 0,5 M NaOH
Slika 17: Celice Calu-3 1. dan po presaditvi v T25 stekleničko v medij z NaOH
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4.5 rezultati statistične analize
V preglednicah VI in VII so poleg vseh zbranih eksperimentalnih rezultatov
prikazani tudi njihovi rezultati statistične analize s standardno deviacijo (STD),
F-testom in T-testom.
Preglednica VI: Eksperimentalni rezultati Papp in rezultati statistične analize za način
gojenja A–L. Pri F-testu in T-testu številka 1 pomeni, da smo H0 zavrgli,
številka 0 pa da H0 nismo mogli zavreči. S poševnico (/) so označeni
tisti vzorci, ki jih v izračunu nismo upoštevali.
Papp (cm/s)
Učinkovina Smer 1. vzorec 2. vzorec 3. vzorec 4. vzorec Povprečni ER STD (cm/s) F-test T-Test
Dekstran 3-5 kDa AB 1,20 · 10
−8 9,55 · 10−9 7,75 · 10−9 9,99 · 10−9 9,82 · 10−9 1,09 1,73 · 10
−9
0 0
BA 1,20 · 10−8 1,21 · 10−8 9,23 · 10−9 9,42 · 10−9 1,07 · 10−8 1,56 · 10−9
Dekstran 10 kDa AB 2,32 · 10
−9 2,35 · 10−9 2,95 · 10−9 2,42 · 10−9 2,51 · 10−9 1,63 2,96 · 10
−10
0 1
BA 3,80 · 10−9 4,49 · 10−9 4,10 · 10−9 3,96 · 10−9 4,09 · 10−9 2,96 · 10−10
Dekstran 20 kDa AB 1,38 · 10
−9 1,44 · 10−9 2,77 · 10−9 8,39 · 10−10 1,61 · 10−9 2,37 2,23 · 10
−10
0 1
BA 4,51 · 10−9 3,94 · 10−9 3,05 · 10−9 3,77 · 10−9 3,82 · 10−9 6,01 · 10−10
Dekstran 40 kDa AB 1,84 · 10
−9 2,55 · 10−9 3,48 · 10−9 1,86 · 10−9 2,43 · 10−9 2,45 7,71 · 10
−10
0 0
BA 6,67 · 10−9 5,77 · 10−9 7,79 · 10−9 3,54 · 10−9 5,94 · 10−9 1,80 · 10−9
Dekstran 70 kDa AB 1,26 · 10
−9 1,09 · 10−9 9,07 · 10−10 1,01 · 10−9 1,07 · 10−9 2,00 1,48 · 10
−10
1 0
BA 3,90 · 10−9 1,52 · 10−9 2,26 · 10−9 8,97 · 10−10 2,14 · 10−9 1,29 · 10−9
Propranolol AB 1,66 · 10
−5 1,65 · 10−5 1,79 · 10−5 / 1,70 · 10−5 1,02 8,17 · 10
−7
0 0
BA 1,77 · 10−5 1,72 · 10−5 1,70 · 10−5 / 1,73 · 10−5 2,27 · 10−7
Ranitidin AB 1,44 · 10
−7 1,25 · 10−7 1,57 · 10−7 1,59 · 10−7 1,46 · 10−7 2,57 1,58 · 10
−8
0 1
BA 3,38 · 10−7 3,68 · 10−7 3,99 · 10−7 4,00 · 10−7 3,76 · 10−7 2,57 · 10−7
Famotidin AB / 8,62 · 10
−8 9,68 · 10−8 8,00 · 10−8 8,77 · 10−8 3,12 8,49 · 10
−9
0 1
BA / 2,91 · 10−7 2,20 · 10−7 3,09 · 10−7 2,73 · 10−7 4,67 · 10−8
Oksacilin AB 6,74 · 10
−8 5,36 · 10−8 7,61 · 10−8 6,91 · 10−8 6,65 · 10−8 1,21 9,43 · 10
−9
0 0
BA / 8,64 · 10−8 8,54 · 10−8 7,03 · 10−8 8,07 · 10−8 9,02 · 10−9
Rodamin 123 AB 2,83 · 10
−7 2,70 · 10−7 2,64 · 10−7 3,02 · 10−7 2,80 · 10−7 17,02 1,67 · 10
−8
1 1
BA 4,91 · 10−6 4,39 · 10−6 4,96 · 10−6 4,80 · 10−6 4,76 · 10−6 2,56 · 10−7
Rodamin 123 AB 2,21 · 10−7 1,80 · 10−7 2,81 · 10−7 2,03 · 10−7 2,06 · 10−7 1,59 1,86 · 10
−8
0 1
+ verapamil BA 3,49 · 10−7 3,21 · 10−7 3,27 · 10−7 3,06 · 10−7 3,26 · 10−7 1,76 · 10−8
Rodamin 123 AB 2,53 · 10−7 2,74 · 10−7 2,50 · 10−7 2,68 · 10−7 2,61 · 10−7 1,43 1,15 · 10
−8
0 1
+ PSC 833 BA 4,33 · 10−7 3,98 · 10−7 3,33 · 10−7 3,28 · 10−7 3,73 · 10−7 5,09 · 10−8
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Preglednica VII: Eksperimentalni rezultati Papp in rezultati statistične analize za način
gojenja L–L. Pri F-testu in T-testu številka 1 pomeni, da smo H0 zavrgli,
številka 0 pa da H0 nismo mogli zavreči. S poševnico (/) so označeni
tisti vzorci, ki jih v izračunu nismo upoštevali.
Papp (cm/s)
Učinkovina Smer 1. vzorec 2. vzorec 3. vzorec 4. vzorec Povprečni ER STD (cm/s) F-test T-Test
Dekstran 3-5 kDa AB 9,29 · 10
−9 7,70 · 10−9 7,54 · 10−9 6,30 · 10−9 7,71 · 10−9 1,13 1,22 · 10
−9
0 0
BA 7,93 · 10−9 8,88 · 10−9 9,32 · 10−9 8,61 · 10−9 8,69 · 10−9 5,81 · 10−10
Dekstran 10 kDa AB 2,30 · 10
−9 1,54 · 10−9 3,08 · 10−9 1,64 · 10−9 2,14 · 10−9 0,84 7,13 · 10
−10
0 0
BA / 1,55 · 10−9 1,70 · 10−9 2,13 · 10−9 1,79 · 10−9 3,04 · 10−10
Dekstran 20 kDa AB 1,93 · 10
−9 2,37 · 10−9 9,32 · 10−10 1,11 · 10−9 1,58 · 10−9 0,90 6,77 · 10
−10
0 0
BA / 1,37 · 10−9 1,19 · 10−9 1,73 · 10−9 1,43 · 10−9 2,76 · 10−10
Dekstran 40 kDa AB 1,40 · 10
−9 1,40 · 10−9 1,59 · 10−9 8,93 · 10−10 1,32 · 10−9 1,97 2,99 · 10
−10
0 0
BA / 3,56 · 10−9 2,57 · 10−9 1,70 · 10−9 2,61 · 10−9 9,29 · 10−10
Dekstran 70 kDa AB 1,02 · 10
−9 6,28 · 10−10 7,54 · 10−10 7,54 · 10−10 7,89 · 10−10 0,86 1,65 · 10
−10
0 0
BA 5,32 · 10−10 4,22 · 10−10 9,10 · 10−10 8,43 · 10−10 6,77 · 10−10 2,37 · 10−10
Propranolol AB 1,89 · 10
−5 2,16 · 10−5 1,78 · 10−5 / 1,94 · 10−5 1,01 1,93 · 10
−6
0 0
BA 1,93 · 10−5 1,96 · 10−5 2,00 · 10−5 / 1,96 · 10−5 3,30 · 10−7
Ranitidin AB 8,31 · 10
−8 7,35 · 10−8 8,83 · 10−8 8,94 · 10−8 8,36 · 10−8 2,64 7,24 · 10
−9
0 1
BA 2,24 · 10−7 2,27 · 10−7 2,12 · 10−7 2,21 · 10−7 2,21 · 10−7 6,13 · 10−9
Famotidin AB 1,02 · 10
−7 1,27 · 10−7 1,15 · 10−7 1,06 · 10−7 1,13 · 10−7 4,48 1,08 · 10
−8
0 1
BA 4,57 · 10−7 4,87 · 10−7 5,90 · 10−7 4,84 · 10−7 5,05 · 10−8 5,88 · 10−8
Oksacilin AB 4,63 · 10
−8 3,03 · 10−8 3,92 · 10−8 5,08 · 10−8 4,17 · 10−8 1,26 8,96 · 10
−9
0 0
BA 5,03 · 10−8 4,63 · 10−8 4,58 · 10−8 6,71 · 10−8 5,24 · 10−8 1,00 · 10−8
Rodamin 123 AB 3,05 · 10
−7 2,24 · 10−7 2,97 · 10−7 3,16 · 10−7 2,86 · 10−7 10,79 4,18 · 10
−8
0 1
BA 3,17 · 10−6 3,12 · 10−6 2,94 · 10−6 3,09 · 10−6 3,08 · 10−6 1,01 · 10−7
Rodamin 123 AB 2,13 · 10−7 1,77 · 10−7 2,38 · 10−7 2,52 · 10−7 2,20 · 10−7 1,51 3,32 · 10
−8
0 1
+ verapamil BA 3,11 · 10−7 3,51 · 10−7 3,37 · 10−7 3,31 · 10−7 3,33 · 10−7 1,67 · 10−8
Rodamin 123 AB 3,09 · 10−7 3,10 · 10−7 3,04 · 10−7 3,03 · 10−7 3,06 · 10−7 2,79 3,52 · 10
−9
1 1
+ PSC 833 BA 8,49 · 10−7 9,40 · 10−7 9,30 · 10−7 6,96 · 10−7 8,54 · 10−7 1,13 · 10−7
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Načini gojenja celic Calu-3 se med posameznimi laboratoriji razlikujejo, saj no-
ben od postopkov še ni standardiziran (17). Najbolj razširjena uporaba gojišča
glede na prebrano literaturo je medij DMEM. Mi smo uporabljali medij A-MEM,
ki s svojo obogateno sestavo omogoča manjše dodatke FBS, s tem da celice še
vedno rastejo naprej z nespremenjeno intenzivnostjo (43). Sestavine medija so
naštete v preglednici VIII.
Preglednica VIII: Sestavine medija A-MEM (povzeto po (44))
Aminokisline 0,1 mM glicin, 0,1 mM L-alanin, 0,6 mM L-arginin hidro-
klorid, 0,1 mM L-asparagin, 0,1 mM L-asparaginska kislina,
0,1 mM L-cistein, 0,1 mM L-glutaminska kislina, 0,2 mM L-
histidin hidroklorid-H2O, 0,4 mM L-izoleucin, 0,4 mM L-
leucin, 0,4 mM L-lizin hidroklorid, 0,1 mM L-metionin, 0,2 mM
L-fenilalanin, 0,1 mM L-prolin, 0,1 mM L-serin, 0,4 mM L-
treonin, 0,05 mM L-triptofan, 0,2 mM L-tirozin dinatrijeva sol
dihidrat, 0,4 mM L-valin
Vitamini 0,008 mM askorbinska kislina fosfat, 0,007 mM holat klo-
rid, 0,002 mM D-kalcijev pantotenat, 0,002 mM folna ki-
slina, 0,008 mM niacinamid, 0,004 mM piridoksin hidroklorid,
0,0003 mM riboflavin, 0,002 mM tiamin hidroklorid, 0,01 mM
i-inozitol
Anorganske soli 1,8 mM kalcijev klorid, 0,8 mM magnezijev sulfat, 5,3 mM kali-
jev klorid, 26 mM natrijev bikarbonat, 117 mM natrijev klorid,
1,0 mM dinatrijev fosfat
Proteini AlbuMAX® II (neskončno mM), humani transferin (neskončno
mM), 0,002 mM rekombinantni inzulin
Elementi v sledo-
vih
0,000 003 mM amonijev metavanadat, 0,000 005 mM bakrov
sulfat, 0,02 mM manganov klorid, 0,000 03 mM natrijev selenit
Ostale sestavine 5,6 mM dekstroza, 0,02 mM etanolamin, 0,003 mM reduciran
glutation, 0,0003 mM fenol rdeče, 1,0 mM natrijev piruvat
Serum predstavlja zelo variabilno komponento sestavljenega gojišča in si ga
zato želimo dodajati čim manj. To je eden izmed prvih korakov k standardiza-
ciji postopkov gojenja celic Calu-3, ki bo omogočil boljšo primerjavo rezultatov
testov na tej celični liniji. Pogosto se v medije za gojenje celic dodajajo tudi an-
tibiotiki, ki preprečujejo sekundarne bakterijske okužbe, a po drugi strani lahko
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vplivajo na rast celic, zato se za takšne dodatke nismo odločili. Pri rednem
pregledovanju celic pod mikroskopom nismo nikoli zaznali bakterijske okužbe,
prav tako nismo ob menjavanju medija tega zavonjali.
Imeli smo pa težave z okužbami z mikoplazmami, ki jih pod invertnim mi-
kroskopom ne moremo videti, zato smo jih dokazovali s posebnimi testi. Celice
z ugotovljeno okužbo smo zavrgli. Pravega vzroka za težave z mikoplazmami
nismo ugotovili, saj smo upoštevali preventivne ukrepe za preprečevanje takšne
okužbe. Delali smo v strogo aseptičnih pogojih s sterilno opremo, ki smo jo pred
in tudi med uporabo večkrat razkužili. Nastavke za pipete, plošče za gojenje ce-
lic in tudi sam medij smo testirali na okužbo z mikoplazmo, a so bili rezultati
negativni. Sterilne serološke pipete smo po vsaki uporabi zavrgli in za naslednji
korak uporabili nove. Med delom s celicami nismo delali hitrih in sunkovitih
gibov, ki bi povzročili turbulenten tok zraka. Medij za gojenje celic smo izven
laminarne komore vedno imeli tesno zaprt. Med delom s celicami smo upora-
bljali sterilne rokavice, ki smo jih po vsaki uporabi zavrgli v za to namenjen
odpad. Edini kos zaščitne opreme, ki bi ga še lahko uporabili, so zaščitne maske
za obraz. Glede na to da se mikoplazme pogosto nahajajo v ustni votlini, bi bil
ta korak morda celo nujen, da bi preprečili okužbe.
Ob pregledovanju celic pod invertnim mikroskopom smo pri modelu celic
A–L opazili spremembe na površini celičnega monosloja (slika 10), kar sovpada
z ugotovitvami drugih avtorjev, ki so proti koncu gojenja opazili nepritrjene
celice (19). Zelo verjetno pa je bila snov, prisotna na površini celic, mukus, ki ga
izločajo celice modela A–L (17). In vivo epitelijske celice odvečni mukus stalno
odrivajo stran, v insertih pa ga lahko potisnejo samo do robov, zato ga moramo
sproti odstranjevati, t.j. spirati, sami. Mukus med drugim predstavlja medij
za raztapljanje učinkovin, da lahko te preidejo celični epitelij. Ker smo mi za
poskuse permeabilnosti nanašali na celice že raztopine učinkovin, mukus v tem
smislu ni bil pomemben.
Integriteta oziroma neokrnjenost celičnega monosloja je prvi pogoj za zane-
sljive rezultate poskusov permeabilnosti. Vrednosti TEER zaznamo že 2–3 dneve
po začetku gojenja celic. Nato naraščajo, dokler ne dosežejo maksimuma med
7. in 14. dnevom gojenja. V kasnejših dnevih lahko te vrednosti še malo padejo,
a ne drastično (4, 16, 17). Iz preglednice IX je razvidno, da so bili naši rezultati
meritev TEER večinoma nižji, kakor poročajo drugi viri. Rezultati drugih razi-
skovalcev so nam lahko sicer v oporo, upoštevati pa moramo, da na upornost
celic poleg prakse v laboratoriju vplivajo tudi način merjenja in pogoji gojenja.
Ti se med posameznimi laboratoriji razlikujejo, saj standardiziranega postopka
za gojenje celic Calu-3 še ni, zato tudi ne moremo postaviti okvirjev, znotraj ka-
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terih naj bi se TEER te celične linije gibal. Poleg tega so vsi avtorji, navedeni v
preglednici IX, TEER merili s celicami v hranilnem mediju. Mi vrednosti TEER
zaradi zmanjševanja možnosti okužb nismo merili med gojenjem celic, temveč
šele pred poskusom. Takrat smo celicam rastni medij odvzeli in jim dodali pu-
fer. Naši rezultati so tudi zaradi tega lahko nižji od ostalih, saj zamenjava medija
lahko vpliva na izmerjene vrednosti TEER (45). Poleg tega smo TEER merili z
avtomatskim merilnikom, avtorji v preglednici IX pa z elektrodo STX-2. Vse
celice, ki smo jih gojili, smo prvotno nacepili iz pasaže 50 z nasaditveno koncen-
tracijo 2× 106 celic/mL. To je visoka številka za celično pasažo in z višjo pasažo
se lahko spremenijo lastnosti celic ter s tem vrednosti TEER, a za celice Calu-3
je znano, da uspešno rastejo v širokem razponu pasaž. Prav tako je nasaditvena
gostota, kot smo jo uporabili mi, optimalna za visoko viabilnost po odtalitvi (17,
45).
Preglednica IX: Rezultati TEER meritev drugih avtorjev
TEER A–L TEER L–L Način merjenja Medij Vir
400 Ωcm2–800 Ωcm2 > 500 Ωcm2 STX-2 elektroda gojitveni Erdani Kreft et al. (17)
Ni podatka > 500 Ωcm2 STX-2 elektroda gojitveni Foster et al. (4)
300 Ωcm2 1000 Ωcm2 STX-2 elektroda gojitveni Grainger et al. (16)
375 Ωcm2–615 Ωcm2 640 Ωcm2–840 Ωcm2 STX-2 elektroda gojitveni Meindl et al. (15)
Tako kot drugim avtorjem v preglednici IX je tudi nam uspelo dokazati, da
je upornost celic A–L nižja od L–L. Ker visok TEER korelira s tesnostjo celičnih
stikov, razlike v njegovih meritvah vplivajo tudi na rezultate permeabilnosti. Za-
radi višjih TEER vrednosti pri L–L in torej tesnejšega sloja celic pričakujemo pri
tem modelu nižjo permeabilnost za učinkovine.
Spojina lucifer rumeno, s katero smo prav tako preverjali integriteto celičnega
monosloja, spada v skupino modelnih spojin z ničelno permeabilnostjo (zero per-
meability markers) (12). Ugotovili so, da se v času enournega tretiranja celic s to
spojino ta v njih ne akumulira, pač pa le prehaja med celičnimi stiki. Lucifer
rumeno zato velja za izključno paracelularni marker. Lucifer rumeno prehaja
zdrav celični monosloj v majhnem obsegu, zato so bile tudi njegove v vrednosti
Papp pri nepoškodovanem zdravem celičnem sloju večinoma nizke, tj. nižje od
1× 10−6 cm/s. Permeabilnost lucifer rumeno se zmanjšuje z višanjem vrednosti
TEER, vendar ne v nedogled. Ko enkrat celice dosežejo dovolj visok TEER, se
pretok lucifer rumeno z nadaljnjim višanjem TEER bistveno ne spreminja več (4).
Tudi mi nismo opazili popolne obratne sorazmernosti med vrednostmi TEER in
Papp lucifer rumeno. Pri nekaterih posameznih, v primeru rodamina 123 in nje-
govih zaviralcev pa kar pri vseh monoslojih z B–A smerjo poskusa, smo izmerili
visoke Papp lucifer rumeno, ki naj bi nakazovali poškodbo celic. Ko smo po-
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gledali rezultate poskusa permeabilnosti učinkovin na teh istih celicah, pa smo
ugotovili, da ti sovpadajo z rezultati nepoškodovanih celic. Če bi bili celični mo-
nosoloji, pri katerih smo izmerili velik tok lucifer rumeno, res poškodovani, bi
morali tudi rezultati poskusa pokazati precej večje permeabilnostne koeficiente
od zdravih monoslojev. To pomeni, da se v naših poskusih z rodaminom 123 lu-
cifer rumeno ni izkazal kot absolutni pokazatelj integritete celičnega monosloja.
Po drugi strani pa smo že prej ugotovili, da tudi naši rezultati TEER odstopajo
od rezultatov drugih avtorjev. Zato je pri ocenjevanju integritete celičnih mo-
noslojev pomembno, da znamo rezultate kritično ovrednotiti in primerjati med
seboj tako parametre celične integritete (TEER, Papp za lucifer rumeno) kot tudi
določene vrednosti Papp spojin, ki smo jih testirali, ter tako kritično presoditi,
kateri rezultati so verodostojni za nadaljnjo analizo.
Dekstrani z molekulsko maso večjo od 3000 Da so modelne spojine, ki jih
uporabljamo za preverjanje tesnosti celičnega sloja in jih tako kot lucifer rumeno
uvrščamo v skupino modelnih spojin z ničelno permeabilnostjo. S F-testom
smo pri A–L FITC-dekstranu 70 000 Da dokazali razliko v variancah rezultatov
v A–B in B–A smeri, kar je posledica zelo majhne standardne deviacije v A–B
smeri. Sicer pa pri vseh ostalih FITC-dekstranih nismo dokazali razlike v varian-
cah rezultatov med A–B in B–A smerjo, kar nakazuje na zanesljivost rezultatov
meritev. Ker dekstrani kot velike hidrofilne molekule pasivno prehajajo celični
epitelij, smo pričakovali da bodo Papp v A–B smer zelo podobni Papp v B–A smer.
S T-testom smo pri dveh dekstranih na A-L modelu potrdili signifikantno raz-
liko med aritmetičnima sredinama v A–B in B–A smeri. Meritve permeabilnosti
pri L–L modelu so bolj sovpadale z našimi pričakovanji, saj tu pri nobenem dek-
stranu nismo potrdili signifikantne razlike med aritmetičnima sredinama v A–B
in B–A smeri. Razmerja med Papp v A–B in B–A smer so bila pri L–L modelu
bližja 1 kot pri A–L modelu.
V preglednici X so prikazani rezultati dveh različnih avtorjev, ki jima je
uspelo dokazati, da je molekulska masa dekstranov obratno sorazmerna permea-
bilnosti skozi celični sloj. V naših poskusih smo takšno odvisnost uspeli dokazati
samo v A–B smeri pri L–L modelu. Pri A–L modelu je v enako smer Papp FITC-
dekstrana 40 000 Da presenetljivo večji od Papp FITC-dekstrana 20 000 Da, to pa
smo izmerili tudi v B–A smeri pri obeh pogojih gojenja. Meritve TEER in Papp lu-
cifer rumeno pri FITC-dekstranu 40 000 Da niso odstopale od vrednosti drugih
velikosti FITC-dekstranov. Tudi sicer na sliki 13 vidimo, da so rezultati pri tem
dekstranu najbolj variabilni izmed vseh testiranih velikih hidrofilnih molekul.
ER je pri tem dekstranu najbolj različen od 1 tako pri A–L kot pri L–L modelu.
Isto razmerje je najbližje 1 pri A–L in L–L načinu gojenja za najmanjši dekstran,
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zato lahko pri njem potrdimo, da je ta prehajal celični monosloj izključno pa-
sivno in v zelo majhnem obsegu, kar ustreza markerjem nične permeabilnosti.
Glede na to da je že Papp najmanjšega FITC-dekstrana nizek, lahko sklepamo, da
vsi večji FITC-dekstrani sloja praktično niso prešli. Velikostni razred, v katerem
so ti FITC-dekstrani prehajali skozi, je bil pri FITC-dekstranih od 10 kDa naprej
namreč že tako majhen, da so razlike znotraj njega zanemarljive in vpliv ana-
litske napake toliko večji. Pri tako nizkih vrednostih smo že na meji detekcije.
Tudi morebitna visoka ali nizka ER razmerja pri tako majhnih Papp niso relavan-
tna, saj gre praktično za enake vrednosti. V prid temu govori tudi dejstvo, da so
bili Papp vseh ostalih testiranih učinkovin (propranolola, ranitidina, famotidina,
rodamina 123 in oksacilina) vsaj za faktor 10 večji. Celična linija Calu-3 tako
tvori primerno tesen sloj celic, da modelne velike hidrofilne učinkovine skozenj
prehajajo v zanemarljivem obsegu.









Mathias et al. (19)
Dekstran 3000–5000 Da 0,06 /
8.–16. danDekstran 10 000 Da 0,02 /Dekstran 20 000 Da 0,01 /
Dekstran 70 000 Da 0,002 /
Grainger et al. (16)
Dekstran 3000–5000 Da 1,25 0,9
11. dan
Dekstran 10 000 Da 0,75 0,25
Dekstran 20 000 Da 0,5 0,1
Dekstran 40 000 Da 0,25 0,075
Dekstran 70 000 Da 0,09 0,04
Uspeli smo tudi dokazati večjo permeabilnost dekstranov v modelu A–L.
Takšen trend smo opazili pri vseh velikostih. To je delno posledica manj tesnih
stikov pri tem modelu, kar smo določili že z merjenjem TEER. S tem smo potr-
dili primernost merjenja TEER za določanje integritete celičnih monoslojev. Do
razlik v permeabilnosti dekstranov skozi oba modela pa v manjši meri prihaja
tudi zaradi intracelularne akumulacije dekstranov, ki je bolj izrazita pri modelu
L–L, vendar je tak način prehoda zanemarljiv v primerjavi s paracelularnim pre-
hajanjem (17).
Propranolol, ranitidin in famotidin so prav tako modelne učinkovine, ki jih
uporabljamo za vrednotenje primernosti modela glede na permeabilnost. Pro-
pranolol spada med dobro permeabilne, ranitidin med srednje permeabilne, fa-
motidin pa med slabo permeabilne učinkovine (12). Delež absorpcije proprano-
lola je 100 %, ranitidina 50 %–53 % in famotidina 40 %–45 % (46, 47). Propranolol
je eden izmed predstavnikov neselektivnih beta adrenergičnih antagonistov, rani-
41
diskusija
tidin in famotidin pa sta antagonista histaminskih receptorjev H2. Te učinkovine
se po velikosti med seboj ne razlikujejo tako kot FITC-dekstrani, kar vidimo v
preglednici II, a celični sloj vseeno prehajajo zelo različno. To pomeni, da na
razlike v permeabilnosti majhnih molekul vpliva neka druga lastnost, in sicer
lipofilnost (logP). Majhne lipofilne molekule največkrat prehajajo celični mono-
sloj pasivno (na podlagi Fickovega zakona) transcelularno, saj se porazdeljujejo
v fosfolipidnem dvosloju membrane celic in ga zato zlahka preidejo. Permeabil-
nost takšnih učinkovin narašča z njihovo lipofilnostjo (19). To je razvidno tudi iz
sistema BCS, v katerem je propranolol kot najbolj lipofilna učinkovina, ki smo jo
testirali, opredeljena kot najbolj permeabilna. Propranololu smo določili Papp, ki
je kar za 2 velikostna razreda višji od Papp ostalih uporabljenih majhnih lipofilnih
molekul in tudi od Papp najmanjšega FITC-dekstrana. Potrdili smo, da propra-
nolol na našem modelu res izkazuje lastnosti dobro permeabilne učinkovine. S
F-testom nismo dokazali razlik v varianci meritev med obema smerema. Poleg
tega smo le pri propranololu dobili vrednosti razmerja Papp v B–A in A–B smer
približno 1 in pri T-testu nismo dokazali razlik v aritmetičnih sredinah, zato
lahko potrdimo, da gre za izključno pasivni prehod. Po lipofilnosti sledi propra-
nololu ranitidin kot srednje permeabilna učinkovina in na koncu famotidin, ki
je z najnižjim logP v sistemu BCS uvrščen med slabo permeabilne učinkovine. Z
našimi poskusi velike razlike med ranitidinom in famotidinom nismo uspeli do-
kazati. Pričakovane rezultate, torej da je Papp ranitidina višji od Papp famotidina,
smo potrdili le pri modelu A–L, vendar je tudi ta razlika zelo majhna. Znane ka-
tegorije permeabilnosti so opredeljene na osnovi študij prehoda učinkovin skozi
epitelij prebavnega trakta, ki pa se od pljučnega precej razlikuje. Zato morda te
kategorije permeabilnosti v pljučih niso enako razporejene in se srednje perme-
abilne učinkovine v njih absorbirajo podobno kot slabo permeabilne, čeprav to
ni zelo verjetno. Različni epiteliji v človeškem telesu namreč izkazujejo precej
podobne permeabilnostne lastnosti. Poleg tega smo pri obeh učinkovinah dobili
razmerje med Papp B–A in Papp A–B večje od 2, kar lahko nakazuje, da prehod
ni bil samo pasiven, temveč smo zaznali tudi aktivni transport. Znano je, da
sta ranitidin in famotidin substrata za P-gp, katerega izražanje na obravnavanih
celičnih modelih smo dokazali z rodaminom 123 in njegovimi zaviralci, kar je
opisano v nadaljevanju (48). Visoke vrednosti razmerja med eliminatorno in ab-
sorptivno smerjo prehoda lahko nakazujejo na prehajanje teh dveh učinkovin
tudi preko P-gp prenašalca.
Forbes et al. (49) so na monosloju epitelijske celične linije 16HBE14o- poka-
zali, da je vrednost logP = 2 tista, ki predstavlja mejo, pri kateri Papp izrazito
naraste, graf odvisnoti Papp od logP pa izkazuje sigmoidno obliko (slika 18). V
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naših poskusih smo uporabili premalo učinkovin, da bi lahko potrdili enak od-
nos. Smo pa dokazali, da učinkovina propranolol z logP = 3 dosega precej višji
Papp kot učinkovini ranitidin z logP = 0,3 in famotidin z logP = −0,6 ter da
se ti dve učinkovini v Papp ne razlikujeta bistveno, kar je prikazano na sliki 18.
Preskok pri višjih vrednostih logP pri celičnih linijah pa ne sovpada z ugotovi-
tvami v in vivo pogojih. Pri poskusih na podganah so ugotovili, da je meja za
signifikatne razlike v permeabilnosti pri logP = 0, kar bi lahko sprožilo dvome
v primernost celičnih linij za poskuse permeabilnosti. Po drugi strani pa avtorji
niso upoštevali interakcij nekaterih učinkovin z membranami in nelineaernega
aktivnega transporta (49).
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Slika 18: Odvisnost Papp od logP. Z modro in rdečo barvo so prikazani rezultati naših
meritev (povzeto po (48)).
V tretjem sklopu smo se ukvarjali z aktivnim transportom skozi celice Calu-
3. Za določevanje P-gp, membranskega proteina iz skupine ABC transporterjev,
smo uporabili njegov substrat rodamin 123 (1, slika 19) (50).
V črevesju P-gp kot prenašalec za mnoge metabolite sodeluje v metabolizmu
prve faze in tudi v izločanju telesu lastnih snovi in je tako lahko eden izmed
razlogov za slabo biološko uporabnost učinkovine, saj preprečuje njeno absorp-
cijo (51). Med drugim se ta prenašalec nahaja tudi v bronhialnem epiteliju, kjer
izloča določene ksenobiotike, ki so pasivno prešli membrano, nazaj v lumen di-




Slika 19: Struktura rodamina 123 (1)
Calu-3. In vitro modeli so za molekule, ki prehajajo pasivno, zelo primerni, pri
aktivno transportiranih učinkovinah pa ne nujno, saj se prenašalci, ki so sicer pri-
sotni in vivo, na celični liniji včasih ne izrazijo. Pomembno je tudi, da uporabimo
takšno koncentracijo substrata, ki ne nasiti prenašalca in zato ne prekrije njego-
vega aktivnega prehoda (12). Pri proučevanem modelu smo hoteli ugotoviti, ali
celična linija Calu-3 izraža prenašalec P-gp. Razmerje fluksov ER je učinkovita
metoda, s katero določimo, ali je transport neke molekule pasiven ali aktiven
(52). Z izračunom visokih vrednosti razmerja med Papp v eliminatorni in Papp v
absorptivni smeri (slika 15) za rodamin 123 smo pokazali, da učinkovina prehaja
aktivno v eliminatorni smeri. Velja namreč, da učinkovina prehaja aktivno v eli-
minatorni smeri, če je ER > 2 (53). Permeabilnost v smeri B–A je bila namreč
veliko večja od permeabilnosti v smeri A–B, to pa sovpada z naravo P-gp. Tudi
T-test je potrdil signifikantno razliko med aritmetičnima sredinama v smeri A–B
in B–A.
Nadalje smo želeli dokazati, da je aktiven transport rodamina 123 v elimina-
torni smeri potekal preko P-gp. Rodamin 123 izkazuje hidrofilne lastnosti, kljub
temu da je v literaturi pogosto imenovan kot lipofilni kation (35). Zato bi se
lahko zgodilo, da bi prešel epitelij paracelularno skozi vodne pore med celičnimi
stiki. Pri preučevanju aktivnega transporta je namreč zelo pomembno tudi, da je
sloj celic tesen, saj lahko v nasprotnem primeru učinkovina prehaja tudi pasivno,
rezultati aktivnega transporta pa potem niso relavantni (20). Izoliran prehod
rodamina skozi P-gp smo dokazovali z dvema njegovima zaviralcema, verapa-
milom (2, slika 20) in PSC 833 (3, slika 20) (valspodar). Dokazovanje aktivnega
transporta z uporabo inhibitorjev prenašalca je dobro uveljavljena metoda (53).
Verapamil je učinkovina, ki deluje kot blokator Ca2+ kanalčkov in se sicer
uporablja za zdravljenje supraventrikularnih tahikardij in atrijskih fibrilacij (54).
Poleg tega pa je učinkovina tudi eden izmed predstavnikov prve generacije zavi-
ralcev P-gp (55). PSC 833 je derivat ciklosporina in predstavlja drugo generacijo




Slika 20: Struktura verapamila (2) in PSC 833 (3)
ralci P-gp delujejo tako, da se v celični membrani vežejo na P-gp in na ta način
zmanjšajo njegovo aktivnost. S tem se odpornost celic ki ta prenašalec izražajo,
zmanjša, terapevtski izidi pa se izboljšajo (56). Že v drugih študijah so potrdili,
da zaviralci P-gp, kot sta rodamin 6G in idarubicin, povečajo privzem njego-
vih substratov v epitelijske celice (57, 58). V izvedenih poskusih smo spremljali
obe smeri transporta učinkovin. Ugotovili smo, da se je ER ob prisotnosti obeh
zaviralcev močno zmanjšal. S tem smo dokazali, da sta verapamil in PSC 833
inhibirala P-gp in potrdili, da se ta prenašalec izraža na celični liniji Calu-3. Raz-
merje se je znižalo na račun manjših vrednosti Papp v smeri B–A, medtem ko
je permeabilnost v smeri A–B ostala nespremenjena. Zato domnevamo, da se
je P-gp izrazil na apikalni strani celic Calu-3, kar so ugotovili že nekateri drugi
avtorji (5). Florea et al. pa so ugotovili prisotnost P-gp na bazolateralni strani
celic (59). Znano je tudi, da se geni za ABC-prenašalce v večji meri izražajo pri
modelu A–L (17). Glede na razlike v razmerjih med eliminatorno in absorptivno
permeabilnostjo med pogoji A–L in L–L brez prisotnosti zaviralcev lahko skle-
pamo, da se je tudi pri obravnavanih celicah P-gp v večji meri izrazil pri načinu
gojenja A–L.
Proučevali smo še transport oksacilina, ki ga uvrščamo med betalaktamske
antibiotike. Ti prehajajo epitelije aktivno s prenašalcema PEPT1 in PEPT2 iz
družine SLC15 transporterskih genov. Visoko kapacitivni PEPT1 najdemo pred-
vsem v gastrointestinalnih enterocitih, visoko afinitetni PEPT2 pa se med dru-
gim nahaja tudi v epiteliju respiratornega trakta (60). Izražanje gena SLC15A2,
ki kodira PEPT2, so dokazali tudi na celični liniji Calu-3 pri obeh načinih go-
jenja (17). Vrednosti razmerja Papp v B–A in A–B smeri, ki so manjše od 0,5,
navadno nakazujejo aktivno prehajanje učinkovine v absorptivni smeri. Mi pa
smo pri obeh načinih gojenja določili to razmerje blizu vrednosti 1, kar je sicer
značilno za popolno pasivno prehajanje učinkovine v eno in drugo smer. Tudi s
T-testom nismo dokazali signifikantnih razlik v aritmetičnih sredinah v A–B in
B–A smeri. Možno bi bilo, da se PEPT2 na naših celicah ne bi izrazil ali bi se iz-
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razil v zelo nizki meri in bi oksacilin prehajal pretežno pasivno. V tem primeru
bi glede na zgoraj omenjeno trditev, da bolj kot je molekula lipofilna, bolje pre-
haja celični sloj, pričakovali Papp oksacilina le malo nižji od propranolola. Vendar
temu ni bilo tako, Papp oksacilina je bil celo nižji od pasivno slabo permeabilnega
famotidina (slika 14). Za molekule, ki prehajajo epitelij transcelularno pasivno,
logP vrednost ni direktni pokazatelj za Papp. Navidezni porazdelitveni koeficient
(Pnav) upošteva, da se med vodno in lipofilno fazo porazdeljuje le neionizirana
oblika učinkovine. Delež neionizirane oblike pa je odvisen od pH medija in pKa
učinkovine. Oksacilin, ki ima vrednost pKa 2,7, je bil pri pH 7,4 ves v ionizirani
obliki, zato je bil tudi Papp nizek. Primerjava vrednosti Papp oksacilina in Papp
famotidina sovpada z znanimi vrednostmi deleža absorpcije za peroralno apli-
kacijo, kjer je fa famotidina 45 %, fa oksacilina pa le 33 % (45). Pnav famotidina je
0,02, Pnav oksacilina pa je štirikrat manjši. Oksacilin, predstavnik betalaktamskih
antibiotikov, v črevesju prehaja epitelij predvsem s prenašalcem PEPT1 (61). Ta
receptor se na celicah Calu-3 izraža v zelo majhnem obsegu, zato sklepamo, da
to ni bil način prehoda za oksacilin (17). Razmerje Papp v B–A smeri in Papp v
A–B smeri je le eden izmed možnih načinov za ugotavljanje prisotnosti aktivnih
prenašalcev. Poleg tehnike qPCR, s katero so že določili ekspresijo genov za tran-
sporterje, bi lahko s protitelesi preverili, ali so se ti transporterji dejansko izrazili,
aktivnost transporterje pa bi lahko preverili še z drugimi substrati in zaviralci.
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Pri gojenju celic Calu-3 smo želeli doseči optimalno rast celic. Z uporabo obo-
gatenega medija smo se izognili velikim serumskim dodatkom, sicer pa smo
celice gojili na podoben način kot drugi raziskovalci in s tem dosegli primerno
namnožitev celic na insertih v treh tednih. Med gojenjem smo se večkrat srečali
s trdovratnimi mikoplazemskimi okužbami, ki bi lahko vplivale na integriteto
celičnega monosloja, zato smo celične kulture s potrjeno okužbo zavrgli. Vredno-
sti TEER, ki smo jih merili tik pred poskusom, so nižje v primerjavi z vrednostmi,
ki so jih izmerili drugi avtorji, vendar na vrednosti močno vplivajo tako način
gojenja in kot sama aparatura za merjenje. Poleg tega smo integriteto celičnega
monosloja preverili tudi z opazovanjem pod invertnim mikroskopom, kjer smo
lahko videli mehanske poškodbe, ter s Papp vrednostjo paracelularnega markerja
lucifer rumeno. S primerjavo Papp monoslojev z enako testirano molekulo smo
nato še enostavno ugotovili, ali je kateri od monoslojev poškodovan, oziroma so
njegovi tesni stiki bistveno drugačni od drugih monoslojev.
Velikim hidrofilnim molekulam smo določili najnižje Papp. Njihova permea-
bilnost se je zmanjševala z naraščanjem molekulske mase FITC-dekstranov. Že
permeabilnost najmanjšega dekstrana je bila tako nizka, da smo lahko potrdili
primerno integriteto celičnega monosloja celic Calu-3. Tako smo tudi pokazali,
da absolutne vrednosti TEER niso nujno točen kazalec primernosti integritete
celičnega monosloja in da jih je potrebno obravnavati celostno (npr. da so TEER
L–L višje od TEER A–L). Z majhnimi lipofilnimi molekulami smo ugotavljali
primerljivost permeabilnosti preizkušanih celičnih modelov z bolje poznano raz-
vrstitvijo permeabilnosti v prebavnem traktu. Izbrali smo tri učinkovine, ki
so razvrščene v različne razrede glede na permeabilnost. Dokazali smo, da
v prebavnem traktu dobro permeabilna učinkovina propranolol tudi na celi-
cah pljučnega epitelija dosega daleč najvišje vrednosti Papp. Bistvene razlike
v Papp srednje permeabilnega ranitidina in slabo permeabilnega famotidina ni-
smo uspeli dokazati. Obe učinkovini sta substrata za P-gp, ki se je na celicah
izrazil in verjetno vplival na njuno permeabilnost. Z gotovostjo lahko potrdimo,
da je celična linija Calu-3 primerna za prepoznavanje permeabilnosti dobro per-
meabilnih učinkovin, ne pa nujno tudi srednje in slabo permeabilnih. Na celicah
Calu-3 se izražajo tudi prenašalci, s pomočjo katerih učinkovine aktivno preha-
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jajo monosloj. Z visokimi vrednostmi ER pri rodaminu 123 smo dokazali aktivno
prehajanje te učinkovine v eliminatorni smeri. Po dodatku zaviralcev P-gp se je
to razmerje na račun zmanjšane permeabilnosti v B–A smeri zelo zmanjšalo, s
čimer smo še dokazali, da se je na celični liniji Calu-3 izrazil aktivni P-gp. Ak-
tivnosti prenašalca PEPT2 z oksacilinom nismo uspeli dokazati.
Pri meritvah permeabilnosti vseh skupin učinkovin smo ugotovili, da nižje
vrednosti TEER pri modelu A–L sovpadajo z višjimi vrednostmi Papp testiranih
molekul. Kljub temu smo z obema modeloma dobili podobne rezultate permea-
bilnosti in sta se izkazala kot primerna za testiranje različnih spojin v raztopini.
Zdravilne učinkovine, ki jih apliciramo v pljuča, pa so običajno v obliki aerosolov
ali suspenzij in delci se morajo pred prehodom skozi epitelijske celice raztopiti v
tekočini, ki jim je na voljo. Mukus, ki predstavlja medij za raztapljanje, izločajo
le celice modela A-L, zato bi se permeabilnost takšnih farmacevtskih oblik skoraj
zagotovo razlikovala med obema modeloma. Večja morfološka podobnost z in
vivo pljučnim epitelijem in večja ekspresija genov za transporterje predstavljata
smiselnost v nadaljevanju raziskav z modelom A–L, ki ga je potrebno v priho-
dnosti še dodatno ovrednotiti, da bo predstavljal zanesljiv in uporaben model
za testiranje zdravilnih učinkovin za pulmonalno aplikacijo.
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